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Nach den Forschungsergebnissen Embdens und seiner 
Mitarbeiter ist der Kontraktionsablauf im quergestreiften Muskel 
charakterisiert durch eine Kette von Vorgiingen rein chemischer 
und kolloidchemischer Art. 
Von chemischen Vorgingen ist besonders der fermen- 
tative Zerfall des Lactacidogens in seine Spaltprodukte auf- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVII. 8 
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geklart worden; die hierbei in Freiheit gesetzten Siuren 
(Phosphorsiure und Milchsiure) fiihren zu physikalischen Ver- 
anderungen der Muskelfibrille und der sie umkleidenden sarko. 
plasmatischen Grenzschichten. 

Dieser dissimilatorischen Phase folgt mit groBer (Ge- 
schwindigkeit ein Wiederaufbau der Betriebssubstanz und in 
Sarkoplasma die ungleich mehr Zeit erfordernde Wieder- 
herstellung des urspriinglichen geringen Quellungszustandes 
(Beseitigung der adsorbierten Milchsiure). Fermentativer Abbau 
und Aufbau des Lactacidogens halten sich also die Wage: 
hierbei wirken Muskelfibrille und Sarkoplasma in engster 
Arbeitsgemeinschaft, und zwischen den rein chemischen und 
den kolloidchemischen Prozessen bestehen die wichtigsten 
Wechselbeziehungen. 

Wie die chemische Umwandlung in der Fibrille den je- 
weiligen Quellungszustand des Sarkoplasmas beherrscht, so 
sind andrerseits die Vorginge im Sarkoplasma von grdifter 
regulatorischer Bedeutung fiir den Lactacidogenstoffwechsel der 
Fibrille. 

Welches sind nun die Wege, auf denen sich das hier 
kurz skizzierte Ineinandergreifen von chemischen und physiko- 
chemischen Vorgiingen vollzieht? 

Bedeutungsvoll fiir die Auffindung eines hier zugrunde 
hiegenden Mechanismus war die von Embden und Lange’ 
gemachte Beobachtung, daB bei der Arbeit Chlorionen 
in das Muskelinnere eintreten. Die physiologische Wi- 
kung des Eintritts von Chlorionen bei der Muskelarbeit wurde 
Gsegenstand experimenteller Untersuchungen von Embden und 
Lehnartz.”) Diese Autoren konnten zeigen, daB der fermen- 
tative Lactacidogenabbau durch die Anwesenheit von Chlor- 
ionen auBerordentlich geférdert wird. Verschiedene Anionen 
waren hierbei ganz entsprechend ihrer Stellung in der lyo- 
tropen Reihe wirksam. Dem Grade der Quellungsbegiinstigung 
eines Anions im Sinne Hofmeisters entspricht etwa auch 
die spaltungsférdernde Wirkung beim Lactacidogenabbau, 





1) G. Embden u. H. Lange, Diese Zs. Bd. 180, S. 350 (1923). 
2) G. Embden u. E. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 243 (1924). 
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wihrend Anionen mit quellungshemmender Wirkung eine Hem- 
mung des Abbaus oder eine Synthese herbeifiihren. 

Die vorliegende Arbeit schlieBt sich aufs engste an die 
Untersuchungen von Embden und Lehnartz iiber den Ein- 
fluB der Anionen an; sie befabt sich mit der Frage des Ein- 
‘lusses anorganischer Kationen auf den Lactacidogenstoffwechsel 
und andere mit ihm eng verkniipfte fermentative Vorginge. 
Diese Aufgabe liegt um so niaher, als doch gerade den Kat- 
ionen Na, K, Ca, Mg, wie schon aus alteren Untersuchungen 
bekannt ist (Loeb, Overton), eine groBe Bedeutung fiir vitale 
Zellfunktionen im allgemeinen und die Muskelfunktion im be- 
sonderen zukommt. 

Methodik. 

Wie in der vorangehenden Arbeit von Embden und Leh- 
nartz wurde auch hier als Material Muskelbrei von Fréschen 
oder Kréten benutzt. Der gleichmaBig zerkleinerte und griind- 
lich durchmischte Brei wurde in Portionen von etwa 1 g ge- 
teilt. Mit dieser Menge wurden hohe Wigeglischen, welche 
immer je 5 ccm der verschiedenen Salzlésungen enthielten, 
beschickt. Die Temperatur simtlicher Lésungen war ge- 
wohnlich durch einen vorhergehenden Aufenthalt der GefiBe im 
Wasserbad auf den auch wahrend des Versuches eingehaltenen 
Grad eingestellt. Die Versuchsdauer betrug meist 3-4 Stunden; 
wihrend dieser Zeit wurde die zweite analytische Wigung 
jedes GefiBes vorgenommen. 

Die Unterbrechung des fermentativen Prozesses erfolgte 
durch Zugabe von 5 ccm 4°/, iger Salzsiure zu den ebenfalls 
genau 5 ccm an Menge betragenden Suspensionsfliissigkeiten. 
'/, Stunde spiaiter wurde durch Hinzufiigen von genau 5 ccm 
einer 5 °/, igen Quecksilberchloridlésung das EiweiB nach 
Schenck gefallt. Am niachsten Tage wurde vom eiweiBfreien 
Kiltrat eine genau gemessene, gewohnlich 10 ccm betragende 
Menge mit frisch bereitetem Schwefelwasserstoffwasser ent- 
juecksilbert und vom iiberschiissigen Schwefelwasserstoff durch 
einen Luftstrom befreit. Die Bestimmung der Phosphorsiure 
in den Analysenfliissigkeiten erfolgte unter Anwendung der von 


Kmbden angegebenen gravimetrischen Mikromethode. 
S* 
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Versuchsergebnisse: 


Versuch 1. 

Der in oben geschilderter Weise gewonnene Muskelbrei . 
von drei mittelgroBen, vor wenigen Tagen gefangenen Kscu- 
lenten wurde in 12 Portionen von etwa je 1 g geteilt. Mit 
diesen annihernd gleichen Teilen von Muskelbrei wurden die 
auf 11° temperierten mit je 5 ccm Salzlésung gefillten Ge- 
faBe beschickt.') 

Von der Tétung der Tiere bis zum Beenden des Kin- 
fiillens der einzelnen Breiportionen verliefen in diesem Ver- 
such etwa 15 Minuten. 

Der Versuch wurde nach dreistiindigem Aufenthalt im 
Wasserbad bei 11° durch Salzsiiure und nachfolgende Fallung 
mit Quecksilberchlorid unterbrochen. 


Versuch 1. 
15. IIT. 1923. Froschmuskelbrei 3h bei 11°. 





1 2 3 4 





H,PO, in °/, HPO, in ° 

Vergleichswerte der frischen Kationen der frischen 

Muskulatur Muskulatur 
yA“ sofort -  0,3148 m/10 NaCl 0,3828 
BY“ 2h’ bei 42° 0,4322 m/10 KCl 0,3911 
ohne Zusatz‘ 0,3726 m/10 CaCl, 0,2387 


m/10 CaCl, 
+ 0,25°/, NaHCO, 
Lactacidogen 0,1174 m/10 BaCl, 0,3321 
NaHCO, 0,25°/, 


aq. dest. 0,3924 


0,2294 














3h’ bei 11° 0,4120 m/10 MgCl, 0,3931 
= oe m/10 NH,Cl 0,3851 


Das Ergebnis ist aus der Tab. 1 ersichtlich. In Stab 2 
der Tab. 1 sind die fiir die Bewertung der Kationenwirkung 
notwendigen Vergleichszahlen angegeben. Von diesen Werten, 
deren Feststellung wie hier so auch bei fast allen andern Ver- 


1) Die zweite analytische Wigung der GefiiBe erfolgte wihrend 
des Versuches. 
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suchen notwendig war, bedeutet der erste, kurz als ,,A-Wert“ 
bezeichnete, immer die bei Versuchsbeginn in der Muskulatur 
vorhandene Menge freier Phosphorsiure'); der zweite, kurz 
,B-Wert“ genannte gibt die Héhe der unter den Bedingungen 
der Wiarmestarre, d.h. nach einem zweistiindigen Aufenthalt 
in einer 2°/, igen Natriumbicarbonatlésung bei 40—42° er- 
mittelten freien Phosphorsiure an. 

Da wir aus den Untersuchungen Embdens wissen, daB 
unter den letztgenannten Bedingungen die von ihm als Lact- 
acidogen bezeichnete Kohlehydratphosphorsiureverbindung des 
Muskels quantitativ in Milchséiure und Puhosphorsaure zerlegt 
wird, so kann man nach dem Vorgange Embdens aus den 
beiden als A und B bezeichneten Phosphorsiurebestimmungen 
den Lactacidogenwert?) ermitteln. Diese indirekte Lactacidogen- 
bestimmung ist bei allen Versuchen angewendet worden. Eine 
jedesmalige Feststellung des Lactacidogenwertes war fiir die 
Beurteilung der lonenwirkung notwendig. 

Ferner wurden, wie die T'ab. 1 zeigt, meist noch ein dritter 
und vierter Wert festgestellt: der als ,ohne Zusatz“ bezeichnete 
Wert unterrichtet iiber die Menge freier Phosphorsiure, die 
sich im Muskelbrei, der keinerlei Zusatz erhielt, am Ende des 
Versuches vorfand; der vierte, kurz ,,Wasserwert“ genannte, 
gibt iiber die Héhe der vorgefundenen Phosphorsiure Auf- 
schluB, wenn die Muskelbreiportionen sich bis zum SchluB des 
Versuches in destilliertem Wasser befunden hatten. 

In den Staben 3 und 4 findet man die zur Untersuchung 
selangten Kationen und die am Ende?) des Versuchs in ihren 
Lésungen aufgefundene Menge anorganischer Phosphorséure 
in Prozenten des angewendeten Muskelbreis angegeben. 

Betrachten wir zunichst die der Beurteilung der Versuche 
zugrunde zu legenden Werte, so ersehen wir aus Spalte 2, 


') Der Ausdruck ,,freie Phosphorsiiure“ ist hier wie spiiter synonym 
init anorganischer Phosphorsaure. 

*) Lactacidogen = Lactacidogenphosphorsiure. 

3) Mit Ausnahme von ,,A“ und ,,B“ (siehe oben) blieben simtliche 
Ansiitze gleich lange und bei derselben konstanten Temperatur bis zur 
Unterbrechung durch Salzsiure stehen. 
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daB die sofort vorhandene Phosphorsiiure 0,3148°/,, die nach 
2 Stunden bei 42° in Bicarbonat vorgefundene 0,4322°/, be- 
trug. Daraus berechnet sich ein Lactacidogengehalt yon 
0,1174°/,, ein Wert, wie er nach den Untersuchungen Adlers') 
als Ubergang zwischen Winter- und Sommerfrosch hiufig be- 
obachtet wird. Der Wert ,ohne Zusatz“ ergibt, da’ beim 
Stehen des Muskelbreis bei der Versuchstemperatur von 11° 
bereits eine erhebliche Abspaltung von Phosphorsiaure aus dem 
Lactacidogen erfolgte. (0,3726 gegeniiber der sofort vor- 
handenen Menge von 0,3148°/,.) Noch gréBer ist die Ab- 
spaltung beim ,,Wasserwert“ (0,3924). 

Was die in dem annihernd isotonischen Milieu ver- 
schiedener Kationen ermittelten Phosphorsiurewerte betrifft, so 
hat beim Magnesiumchlorid die gréBte Abspaltung stattgefunden. 
Allerdings fallt der Wert von 0,3931 fast genau mit dem 
Wasserwert zusammen. Ganz das gleiche Ergebnis bietet der 
Kaliumversuch (0,3911). Bei allen andern Kationen ist gegen- 
tiber dem Wasserwert eine Hemmung der Abspaltung er- 
kennbar. Vielleicht noch in die Fehlergrenze fiallt sie beim 
Ammoniumchlorid, gréBer ist sie schon beim Natriumchlorid 
(0,3828), um beim Bariumchlorid bereits in die Nihe des ,,A- 
Wertes“ zu riicken (0,3321). Am intensivsten und auffilligsten 
von allen Kationen ist die Kinwirkung aber beim Calcium: 
hier ist der A-Wert weit unterschritten, d.h. es ist nicht nur 
eine vollstiindige Hemmung der Spaltung eingetreten, sondern 
iiberdies ein groBer Teil der von vornherein vorhandenen freien 
Phosphorsiure zum Verschwinden gebracht (0,2387 gegeniiber 
dem A-Wert von 0,3148). 

Wahrend also in dem geschilderten Versuche die unter- 
suchten Kationen mit Ausnahme von Magnesium und Kalium 
nur eine geringere oder gréBere (Barium) Hemmung der Lact- 
acidogenspaltung gegeniiber dem Aufenthalt im Wasser herbei- 
fiihren, ist beim Calcium eine Synthese von Lactacidogen er- 
folgt.2) Gegeniiber dem urspriinglich vorhandenen Lactacidogen 





') E. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 193 (1921). 
*) Als synthetisches Produkt konnten G. Embden u. C. Hay- 
mann Hexosediphosphorsiure nachweisen. 
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(0.1174) berechnet sich nach der Calciumeinwirkung ein Lact- 
acidogengehalt von 0,1935. 

Unter dem ersten Calciumwert ist noch ein zweiter an- 
gegeben, der unter etwas anderen Bedingungen ermittelt wurde. 
Hier war als Puffer eine 0,25°/,ige Bicarbonatlésung ver- 
wendet worden. Aus Stab 2 geht die Abspaltung von Phosphor- 
siure in einer calciumfreien 0,25°/, igen Natriumbicarbonat- 
lésung hervor: in dieser Lésung wird mehr Phosphorsiure frei 
als in reinem Wasser (0,4120 gegeniiber 0,3924). Der unter 
gsleichen Bedingungen bei Calciumzusatz ermittelte Wert betrigt 
(),2294. 

Zahlreiche andere Versuche verliefen im obigen Sinne; es 
mége daher die Anfiihrung von Versuch 1 als Beispiel ge- 
nugen. 

Die in dem geschilderten Versuche hervorgetretene F'ahig- 
keit der Calciumionen zur Lactacidogensynthese soll in diesem 
Abschnitte niher untersucht werden. Zur Ubersicht sei be- 
merkt, daB sowohl der EinfluB verschiedener Konzentrationen 
als auch der zeitliche Ablauf der durch Calcium hervorgerufenen 
Verschiebung des Gleichgewichtes gepriift wurde. Ferner wurde 
der Kinflu8 der H-Ionen beriicksichtigt. AuBerdem legten Er- 
fahrungen, welche bei der Ermittlung der optimalen Calcium- 
konzentration an Winter- und Sommerfréschen gewonnen wurden 
und insbesondere von Embden und Haymann am F luorion ge- 
machte (siehe auch S. 124) den Gedanken nahe, daB die An- 
wesenheit von Reservestoffen, speziell von Glykogen fiir das 
AusmaB der Calciumwirkung von Bedeutung sein kénnte. 

Endlich war es verlockend, festzustellen, in welchem Um- 
fang die Calciumwirkung durch das gleichzeitige Vorhandensein 
anderer Jonen beeinfluBt wird, mit anderen Worten die Frage 
des biologischen Ionenantagonismus von dieser Seite anzugreifen, 
was besonders aussichtsvoll erscheinen muBte bei dem zell- 
eigenen Charakter der zugrunde liegenden Fermentreaktion 
und der Méglichkeit, ihren Ablauf quantitativ zu verfolgen.’) 


') Siehe hieriiber die nachfolgenden Arbeiten von: G. Embden 
u. C.Haymann, sowie von C.Haymann, H. Lange u. Zimmer- 
mann, sowie von Emmrich u. Lange. 
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Die Versuche iiber den EinfluB des Calciumgehaltes wurdey 
mit in geometrischer Reihe fallenden Verdiinnungen angestellt, 


Versuch 2. 

Man entnimmt aus Stab 2 der Tab. 2, daB von den dort 
niedergelegten Vergleichswerten der A-Wert 0,3244, der B-Wert 
0.4397 und der Wasserwert 0,3590 betrigt. Aus A und B 
berechnet sich als Differenz der Lactacidogengehalt von 0,1153 
ein Wert, der, wie bereits erwihnt (als Mittelwert), fiir Frih- 
jahrsfrésche durchaus gewohnlich ist. 

Die Stabe 3 und 4 unterrichten iiber die angewendeten 
Calciumkonzentrationen; Stab 3 enthalt die molaren CaCl,- 
Mengen, Stab 4 den entsprechenden prozentualen Ca-Gehalt 
der zugesetzten Lésung. 

In Stab 5 findet man die analytisch ermittelten Werte 
fiir die freie Phosphorsiure in der Muskulatur und in Stab 6 
die zugehérigen aus der Differenz zwischen dem B-Wert und 
den entsprechenden Werten von Stab 5 jeweils berechneten 
Lactacidogenwerte. 


Versuch 2. 


















































17. LIL. -1923. 4h’ bei 11°. 
I 2 3 4 5 6 7 
Lactaci- 
' : ' dogen*) in 
Vergleichs- | H:PO, | Caci, | Ca | H,PO, si _, 
werte molar Lactac - /o des 
| usgangs- 
fF */, */, wertes 
WAM 0,3244 | m/s 10,8 0,3183 | 0,1264 109,6 
BY“ 2h’ 40°} 0,4897 | m/10 | 0,4 0,2525 | 0,1872 162,4 
aq. dest. 11°} 0,3590 | m/20 [0,2 .| 0,2070 | 0,2327 201,8 
Lactacidogen} 0,1153 m/40 | 0,1 0,1983 0,2414 209,4 
— — m/80 | 0,05 0,2092 0,2305 199,9 
ss m/160 | 0,025 | 0,2543 | 0,1854 160,8 
- m/320 | 0,012 | 0,2549 0,1848 160,3 
so m/640 | 0,006 | 0,3126 | 0,1271 110,2 


) Lactacidogen = Lactacidogenphosphorsiure. 
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Kin Blick auf die Reihe 5 der Tabelle zeigt, daB bei 
allen zur Anwendung gelangten Calciumlésungen, welche in 
diesem, Versuch eine Konzentrationsbreite von m/5 bis m/640 
umfassen, bzw. einer absoluten Ca-Menge von 0,8 bis 0,006°/, 
der zugesetzten Fliissigkeit entsprechen, der am Versuchsende, 
d. i. nach vierstiindiger EKinwirkung bei 11° gefundene Phos- 
phorsiurewert unter dem in Stab 2 der Tabelle angegebenen 
A-Wert von 0,3244 liegt. Ohne weiteres kommt ferner zum 
Ausdruck, daB bei den stiirksten und schwichsten Konzen- 
trationen der Abstand vom A-Wert am geringsten ist; so 
liegen die Werte von m/5 mit 0,3133 und m/d40 mit 0,3126 
canz nahe am A-Wert (0,3244). 

Kin Maximum der Synthese ist in diesem Versuch bei 
m/40 gelegen. Von hier aus fallt sowohl mit steigender wie 
mit fallender Konzentration die synthetische Wirkung des 
Calciums geradezu gestaffelt ab. 

Betrachtet man die in Stab 6 aufgefiihrten Zahlen, 
so ergeben sie gewissermaBen als Spiegelbild von Stab 5, daB 
bei den héchsten und geringsten Konzentrationen die Menge 
der synthetisierten Phosphorsiure nur einen Bruchteil des von 
vornherein vorhandenen Lactacidogens betrigt; schon bei den 
benachbarten Werten m/10 und m/320 ist mehr als 3/, des 
urspriinglichen Lactacidogens neu gebildet, und bei der in 
diesem Versuch am meisten wirksamen Konzentration von m/40 
finden wir eine Zunahme um mehr als das Doppelte des Aus- 
sangswertes (0,2414 gegentiber 0,1143). 

Es ist iibrigens nicht ausgeschlossen, da das wahre 
Optimum der Ca-Wirkung in diesem Versuche nicht zum Aus- 
druck kommt, sondern zwischen der Konzentration von m/20 
und m/40 bzw. zwischen m/40 und m/80 gelegen ist. 

Das wesentlichste Ergebnis des mitgeteilten Versuches 
vesteht darin, daB Calcium in dem gesamten hier umfaSten 
Nonzentrationsgebiet von m/5 bis m/640 die Fahigkeit besitzt, 
den fermentativen Zertall des Lactacidogens, wie er unter sonst 
vleichen Bedingungen in destilliertem Wasser (siehe Wasserwert) 
vereits zum erheblichen Teil eintritt, nicht nur véllig auf- 
zuhalten, sondern dariiber hinaus einen Aufbau von Hexosedi- 
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phosphorsaure herbeizufiihren. Diese Synthese weist in der 
Konzentration m/40 ihr gréBtes AusmaB auf. 
In dem ganz ihnlich angestellten 


Versuch 3 
ist als Quotient der geometrischen Reihe 5 gewihlt; auBerdem 
ist die Ausgangskonzentration um das 5fache stiirker als im 
vorigen Versuch. 
Versuch 3. 
16. III. 23. 4h’ bei 11° 





i fo # ; 8 Pa Sa . 4 a 





H,PO, in °/, 


Lactacidogen') 


, HPO, in °/, 
Vergleichs- d. frischen CaCl, C: d. frischen Lact- in °/, des Aus- 
—_— Muskulatur}| mol f Muskulatur acidogen’) ngswertes 
10 gangswer 
A ,,sofort“} 0,3166 | m/1 4 0,2657 0,1683 143,4 
»B“2h 40°} 0,4840 | m/5 0,8 0,3014 0,1326 112.9 
Aq. dest.119 0,3899 | m/25 10,16 0,2699 0,1641 139,8 
ohne Zusatz 
11° 0,2958 m/125 {0,032 0.2240 0,2100 178,9 
Lact- 
acidogen ') 0,1174 m/625 | 0,0064 0,3639 0,0701 59,7 
m/3125 10,0012 | 0,3552 0,0788 67,1 
m/15625]0,0002 | 0,3651 0,0689 58,7 
m/78125] 0,00004} 0,3990 0,0350 29,8 




















Zwischen diesen beiden Versuchen erblickt man zunichst 
hinsichtlich ihrer A- und B-Werte eine auffallende Ahnlichkeit. 
(Die im Versuch 3 und 2 benutzten Frésche entstammten der 
gleichen Sendung und hatten dieselbe Vorgeschichte.) 

Die Zahlen in Stab 5 ergeben durchaus in Analogie zum 
vorhergehenden Versuch, da von der Konzentration m/5 be- 
ginnend bis zu einer gewissen Verdiinnung die synthetische 
Wirkung in der Calciumlésung zunimmt. Daran schlieBt sich 
ein Abfall, und in diesem Versuch ist bereits in der Konzen- 
tration m/625 keinerlei zu einer Synthese fiihrende Wirkung 





) Lactacidogen hier wie spiiter = Lactacidogenphosphorsiiure. 
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mehr nachweisbar. Die spaltungshemmende Wirkung da- 
gegen ist bei der zweitgréSten Verdiinnung (m/15625) noch 
deutlich erkennbar. Erst in der 5fach gréBeren Verdiinnung 
jst der Wasserwert erreicht, rechnerisch sogar etwas iiber- 
schritten. 

Als vollig neues Ergebnis bringt der Versuch die Tat- 
sache, daB auBer dem schon im vorangehenden Versuch ge- 
schilderten Maximum der Synthese (m/40) noch ein zweites, 
bei ganz hoher Konzentration gelegenes vorhanden ist (siehe die 
auBerordentliche Abnahme der Phosphorsiure bei m/1 = 0,2657). 
Kine optimale Wirkung kommt in diesem Versuch zum Aus- 
druck bei m/125, wobei jedoch zu erwagen ist, daB vielleicht 
auch hier das wahre Optimum nicht beobachtet werden konnte, 
wenn es etwa einer anderen unweit der erwaihnten gelegenen 
Konzentration angehdrte. 


Aus Stab 6 sind die berechneten Lactacidogenwerte zu 
entnehmen (in Prozenten des Ausgangslactacidogens 0,1174 
= 100°/, ausgedriickt). Man findet bei der optimalen Kon- 
zentration (m/125) 189,4°/,. Wiahrend im Wasser das Lact- 
acidogen bis auf 37,5°/, gespalten wird, ist bei der schwachsten, 
noch eben wirksamen Calciumkonzentration (m/15625) noch 
58,7°/, unzerlegtes Lactacidogen vorhanden. 


Im niichsten Beispiel, das ebentalls aus einer gréBeren 
Reihe &hnlicher Versuche angefihrt werden mége, ist die 
Ausgangskonzentration auf das Doppelte erhéht; der geome- 
trischen Reihe liegt der Quotient 2 zugrunde. 


0 


Versuch 4 (graphisch dargestellt). 


Auf der Ordinate sind die Werte fiir Phosphorsiure, auf 
der Abszisse die einzelnen Calciumkonzentrationen eingetragen. 
Yon den beiden horizontalen Linien driickt die obere den 
Wasserwert, die untere den A-Wert aus. Wie man sieht, 
fallen in der ganzen Reihe zuniichst zwei sehr wirksame Kon- 
zeutrationen auf, die recht weit auseinander liegen: m/2 und 
m/64, beide weisen die gréBte Synthese auf. Die noch vor- 
handene freie Phosphorsiure sinkt hier auf 0,2198 bzw. 0,2196. 
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Von der Konzentration m/2 ausgegangen, nimmt nit 
steigender Verdiinnung die Synthese stark ab; bei m/2 und 
m/4 ist nur noch eine Hemmung der Spaltung im Vergleich 
zum Wasserwert feststellbar. Bei m/8 wird der Wasserwert 
nahezu erreicht. In diesem Konzentrationsbereich unter. 
scheidet sich Calcium also in seiner Wirkung auf den Lact. 
acidogenstoffwechsel kaum von der des Wassers. Schreitet man 


Versuch 4. 
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Fig. 1. 


dagegen in der Verdiinnung fort, so sieht man bei m/16 einef- 
geradezu sprunghaft einsetzende Anderung, welche bei diese: f- 
Konzentration zu einer vollkommenen Hemmung der Spaltung,f 
bei m/32 und m/64 zu starker Synthese fiihrt. Die in diesen} 
Konzentrationen (m/32 und m/64) vorhandene intensive syn- 
thetische Wirkung fallt nun bei weiterer Erniedrigung des 
Calciumgehaltes wieder ab; sie pragt sich in den niachsteuf 
Gliedern der Reihe in einer immer geringeren Hemmung der 
Spaltung aus. Bei m/2 und m/64 sind 39°/, Lactacidogen neuf 
gebildet. Wahrend das urspriingliche Lactacidogen im Wasser f 
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bis auf 37°/, zerlegt wird, bleiben unter der Einwirkung der 
' geringsten Calciumkonzentration (m/4096 = 0,0009°/, Ca) 60°/, 
ungespalten. 

Ahnlich gesetzmiBig wie im geschilderten Versuche ist 


_ der Verlauf von Versuch 5. 


be 


Das hier benutzte Versuchsmaterial bot eine in _ bio- 


' logischer Hinsicht bemerkenswerte Erscheinung: die im Mai 
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Fig. 2. 


gefangenen Esculenten zeigten eine auffallend geringe Leb- 
haftigkeit in ihren Bewegungen; entsprechend diesem Verhalten 
fand sich in der Muskulatur ein auferordentlich niedriger 
Lactacidogengehalt, wie er sonst nur bei Winterfréschen an- 
setroffen wird. DaB es sich dabei nicht etwa um erkrankte 
Tiere gehandelt hat, sondern daB die Ursache dieses Ver- 
haltens eine Umstellung ihres Lactacidogenstoffwechsels war, 
welche unter Anpassung an die im Mai voriibergehend sehr 
niedrige AuBentemperatur erfolgt war, geht aus einer noch 
unveréffentlichten Untersuchungsreihe von Mayer und mir hervor. 
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Als weiteres Beispiel fiir die Abhingigkeit der Ca-Wirkung 
von der jeweiligen Konzentration sei noch (in graphischer Dar. 
stellung) Versuch 6 angefiihrt. 

Hier tritt in besonders eindrucksvoller Weise hervor, wie 
in dem Konzentrationsbereich von 2m bis m/2 bereits zwei 
verschiedene Phasen der Calciumwirkung auftreten, wobei sich 
die Konzentrationen m/2 und m/1 besonders gegensiitzlich iy 


H3P04% Versuch 6. 
0,30 po 
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der ausgeiibten Wirkung verhalten: bei m/1 das Maximum der 
Synthese, — beider nachst schwicheren Konzentration m/2 villiges 
Verschwinden der synthetischen Wirkung, ja am Wasserwert 
gemessen, vielleicht sogar eine geringe Spaltungsbeschleunigung. 

Die hier beschriebenen Tatsachen kamen nun in zahl- 
reichen anderen, in ahnlicher Weise ausgefiihrten Versuchen 
zur Beobachtung. 

Zu der autfalligen Tatsache, daS in ganz starken Kon- 
zentrationen ein zweites Maximum der Synthese auftritt, sei 
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an dieser Stelle nur bemerkt, daB die naheliegende Erklirung 


| durch osmotische Ursachen, wie aus spiter zu erérternden Ver- 
' suchen hervorgeht, nicht zutreffend ist. 


Die weiteren Versuche dienten der Aufgabe, den zeit- 


y lichen Verlauf der Synthese durch Ca” aufzukliren. 





| Dabei wurde von vornherein eine auf Grund der bisherigen 
_ Erfahrungen optimal wirksame Ca-Verdiinnung (m/30 bis m/60) 
| angewendet. 

. Die technische Ausfiihrung erfolgte ganz in Anlehnung 
' an die bisherigen Versuche: eine Anzahl Glischen, die mit 


 derselben Calciumlésung gefillt waren, wurden gleichzeitig mit 
 etwa je 1 g Muskelbrei beschickt und, abgesehen von der 


- kurzen Periode der analytischen Wigung, bei konstanter Tem- 


_ peratur im Wasserbade aufbewahrt. Nun wurde in wachsenden 


| Zeitabstinden der Fermentproze8 in bekannter Weise unter- 
| brochen. 

: Versuch 7. 

: Die angewendete Calciumkonzentration betrug in diesem 
| Versuch m/30, die Versuchstemperatur war wihrend der ganzen 
Zeit 16°. In den ersten Stiben der Tabelle 5 sind wiederum 
die Vergleichswerte des Versuchs angegeben. Stab 3 enthilt die 


| Zeiten, nach denen der fermentative ProzeB unterbrochen 


wurde; Stab 4 und 5 zeigen die Menge der vorgefundenen 


_ freien Phosphorsiiure und des daraus berechneten Lactacidogen- 


gehaltes. In Stab 6 endlich ist als MafSstab fiir die GréBe 
_ der Synthese die Summe des von vornherein vorhandenen und 


_ des neu gebildeten Lactacidogens angegeben (in Prozent des 


urspriinglichen Lactacidogenwertes). 

Zu den Vergleichswerten sei bemerkt, daB auch in diesem 
Ls Versuch der Lactacidogengehalt der Muskulatur ein auBer- 
 ordentlich niedriger ist (auf die Ursache dieses Befundes wurde 
bereits hingewiesen). 

Aus der Tab. 5 ergibt sich, daB bereits nach 9 Minuten 
ein bedeutender Anteil der freien Phosphorsiure verschwunden 
ist; der Lactacidogenwert erhebt sich von 0,0837 auf 0,1254 
oder in Prozenten des urspriinglichen Lactacidogens ausgedriickt, 
betrigt seine Zunahme rund 50°/,. 
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Versuch 7. 
12. V. 28. Ca m/30. 16° 








eye fe 


Ver- |H,PO, in °/,] Zeit | H,PO, in °/, | Lactac. P.S. | Lactae. in® 
gleichs- | der frischen} in | der frischen jin°/,d. frisch. | d. Ausgangs. 
werte. | Muskulatur | Min. | Muskulatur | Muskulatur wertes 
,A“sofort}  0,3246 0 0,3246 0,0837 100 
yo’ Bh’ 
bei 40° 80,4083 9 0,2829 0,1254 150 
Lact- 
acidogen 0,0837 18 0,2647 0,1436 172 
30 0,2365 0,1718 205 
120 0,2574 0,1509 180 
240 0,2770 0,1813 153 

















In der zweiten, gleich langen Periode werden 22°. 
Lactacidogen neu gebildet. Das Ende der dritten, 30 Minuten 
langen Periode bezeichnet in diesem Versuche den Héhepunkt 
der Synthese; doch stellt dieser Héhepunkt keineswegs den 
Endpunkt der Reaktion dar; denn nach 120 Minuten ist ein 
bereits deutlich ausgesprochener, nach 240 Minuten schon mehr 
als 50°/, betragender Wiederabbau des Lactacidogens eingetreten. 

Wie man sieht, tritt das neue Gleichgewicht in der 
Fermentreaktion mit groBer Geschwindigkeit ein; die Lact- 
acidogensynthese durchschreitet nach 30 Minuten ein Maximum. 
zu dem sie steil ansteigt, um allmahlich wieder abzusinken. 
Nach 240 Minuten ist die Menge des gefundenen Lactacidogens 
immer noch weit gréBer als die Ausgangsmenge. 

Auf die Ursache der langsam auftretenden Spaltung des 
Lactacidogens nach dem Héhepunkt der Synthese soll nicht 
niher eingegangen werden; es sei nur darauf hingewiesen, 
daB mehrere Faktoren, u. a. Siurebildung und das, was man 
als das ,,Altern“ der Kolloide bezeichnet, wahrscheinlich hierfiir 
verantwortlich zu machen sind.?) 





1) Siehe hieriiber eine nachfolgende Arbeit von Abraham u. Kahn. 

Im Gegensatz zum Ca ist nach Embden u. Lehnartz beim 
Fluor unter ganz ihnlichen Bedingungen der Héhepunkt der Synthese 
noch nicht erreicht zu dieser Zeit. 
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Zwei weitere Beispiele fiir den zeitlichen Ablauf der durch 


4 Calcium hervorgerufenen Lactacidogensynthese im lebensfrischen 
 Froschmuskelbrei bietet der 





Versuch 8. 
Als Ausgangsmaterial dienten hier zwei der gleichen 


- Sendung entnommene sehr groBe Esculenten. Beide Frische 


_ zeigten eine sehr geringe Lebhaftigkeit und waren bis zum 
- Versuchbeginn im Froschraum bei einer Temperatur von 12° 
- aufbewahrt gewesen. Nun wurde der eine 24 Stunden im 
Kisschrank (8—9°), der andere ebenso lange bei einer Tem- 
peratur von 23° gehalten. Die Frésche wurden dann gleich- 
zeitig bei Zimmertemperatur fiir den Versuch verarbeitet und 
der unter den gleichen Bedingungen hergestellte Muskelbrei 
’ in einzelnen Portionen von etwa je 1 g in Wiigeglischen, die 
| mit m/60 Calciumlésung beschickt waren, gefiillt. Die Kinzel- 
a heiten des Versuches gehen im itbrigen aus der Tab. 6 hervor. 
: Am Kopfe der Tabelle findet man die Lactacidogenwerte beider 
_ Frésche angegeben. In Stab 1 sind die Zeiten, nach denen 
in gleicher Weise bei Frosch 1 und Frosch 2 der Ferment- 


_ prozeB unterbrochen wurde, verzeichnet; in den iibrigen Stiben 


- findet man die Werte fir freie Phosphorsiure, fiir den Lact- 
_ acidogengehalt der frischen Muskulatur und seine prozentische 
| Zunahme. 

In beiden Reihen ist auch in diesem Versuch schon nach 
_kurzer Zeit ein erheblicher Teil freier Phosphorsiure ver- 
schwunden; das Maximum der Synthese wird nach 160 Minuten 
beobachtet. Spiter ist genau wie bei dem vorhin geschilderten 
Versuche wieder ein Zerfall des gebildeten Lactacidogens zu 


~ bemerken. 








Die absolute Hohe des Maximums ist beim Frosch 1 
weitaus gréBer als beim kiinstlich erwarmten Frosch 2. Wahrend 
beim Kisschrank-Frosch die synthetisch gebildete Lactacidogen- 
menge 124°/, der urspriinglichen betrigt, werden beim er- 
wiarmten Tier nur 77°/, erreicht. 

Wenn man bedenkt, daB beide Versuche unter genau den 
gleichen uBeren Bedingungen ausgefiihrt wurden, so ergibt 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVII, 9 
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sich in den verschiedenen Werten der beiden mitgeteiltey 
Reihen die Tatsache, daB die inneren Bedingungen fiir dic 
Begiinstigung der fermentativen Lactacidogensynthese durch 
Calcium bei zwei sich recht ahnlich verhaltenden Frischen 
durch vorangegangene Anderung ihrer AuBentemperatur weit- 
gehend beeinfluBt werden kénnen. 





Versuch 8. 
»Kalt“-Frosch ,» Warm“-Frosch 
CaCl, m/60 
1 2 3 4 5 6 7 
H,PO, H,P0, 
— d. frischen Lact- |d. frischen Lact- 
Zeit Musku- Bi an acidogen | Musku- all acidogen 
latur 8 latur 8 
Min. "le °/5 ¥P % 
0 0,3267 0,0957 100 0,3472 0,1098 100 


10 0,2579 | 0,1645 170,8 0,2883 | 0,1687 153,6 
20 0,2440 | 0,1764 184,3 0,2774 | 0,1796 163,6 
40 0,2204 | 0,2020 |} 211,1 0,2734 | 0,1836 167,2 
80 0,2085 | 0,2139 | 2285 0,2672 | 0,1898 172,9 
160 0,2017 | 0,2207 | 230,6 0,2632 | 0,1938 177 
320 0,2800 | 0,1924 | 201 0,2692 | 0,1878 171 
640 0,2248 | 0,1976 | 206,2 0,2897 | 0,1673 152,4 




















Die Beobachtung, daB der Lactacidogengehalt der beiden 
Frésche ein durchaus ihnlicher ist, stimmt mit der von 
Lawaczeck?) beschriebenen Tatsache iiberein, daB erst nach 
einem mehrtigigen”) Aufenthalt in héherer AuBentemperatur 
die typischen Sommerwerte erreicht werden. Auch eine weit: 
gehende Abnahme des Glykogengehaltes diirfte bei dem er- 
wirmten Frosch in der kurzen Zeit wohl nicht eingetreten 
sein. DaB biologische Verhalten des Tieres inderte sich jedoch 
bereits bald nach dem Ubergang in die um 11° wirmere Um- 
gebung; dieser Frosch bewegte sich dann in flinken Spriingen 
und war auBerordentlich lebhaft, Veriinderungen, die bereits 





') Lawaezeck, Diese Zs. Bd. 118, 8. 301 (1921). 
*) Das Maximum erst nach 8 Tagen. 
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zu einer Zeit aufgetreten waren, in der der Lactacidogengehalt 
noch keine wesentliche Zunahme erfahren hatte. Das oben 
dargestellte deutlich verschiedenartige Verhalten gegeniiber 
dem CalciumeinfluB enthillt somit die interessante Tatsache, 


' daB unter dem Einflu8 veriinderter AuBentemperatur parallel 


dem verainderten biologischen Verhalten feinste Umstimmungen 
in der Muskelzelle bereits in einem Zeitpunkt stattgefunden 
haben, in welchem faBbare chemische Verinderungen des 
Lactacidogenspiegels noch nicht eingetreten sind. 

Die angefiihrten Versuche an gleichartigen Fréschen nach 
Aufenthalt bei verschiedener Temperatur mégen als Beispiele 
aus einer Reihe ihnlich verlaufener geniigen. Ubereinstimmend 
geht aus allen derartigen Versuchen hervor, da die Ver- 
schiebung des Fermentgleichgewichtes durch Calciumionen mit 
sroBer Geschwindigkeit einsetzt; so war meistens nach 30 Minuten 
ein Maximum erreicht.') Von hier aus trat (regelmaBig) ein 
mehr oder weniger groBer Abbau von Lactacidogen wieder auf, 
ohne daB jedoch innerhalb der gewahlten Zeiten ein Absinken 
bis zum urspriinglichen Lactacidogenwert beobachtet werden 
konnte, ja es wurde des 6fteren gefunden, daB beim EKinhalten 
niedriger Versuchstemperatur der Gleichgewichtszustand unserer 
Fermentreaktion von den Calciumionen derart beherrscht wurde, 
daB langere Zeit das Maximum der Synthese erhalten blieb. 
Hier sei ein Versuch erwihnt, in dem eine m/80 Ca-Konzen- 
tration zu einer Abnahme der freien Phosphorsaure von 0,3244 
in 4 Stunden bei 11° auf 0.2092 fiihrte; nach 12 Stunden 
betrug unter denselben Bedingungen die freie Phosphorsiure 
noch 0,2165. Bei derartig lange dauernden Versuchen mu8 
natiirlich an eine Schidigung des Ferments gedacht werden. 

Bei héherer Versuchstemperatur kommt es dagegen zu 
einem ungleich rascheren Wiederanstieg. Das geht aus einem 
Versuch vom 29. XI. 22 hervor, in welchem nach '/, stiindiger 
Kinwirkung isotonischer CaCl,-Lésung der Wert der freien 





‘) Wie oben erwihnt, war nach den Versuchen von Embden und 
Lehnartz die durch Fluor hervorgerufene Synthese unter mit den 
meinigen vergleichbaren Versuchsbedingungen nach 4 Stdn. regelmabig 
betrichtlicher als nach 1 Stde. 

9g * 
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Phosphorsiure von 0,2873 auf 0,1156 sank. Nach 51/, Stunden 
war jedoch bei der 18° betragenden Versuchstemperatur dic 
Phosphorsiure auf 0,2290 wieder angestiegen. 

Auf die vermutlichen Ursachen dieses Wiederanstiegs der 
freien Phosphorsiure wurde bereits vorhin hingewiesen. 

Vergleicht man die bisher geschilderten Versuche, deren 
Ausfiihrung in die Zeit vom Dezember 1922 bis Juni 1923 
fallt, untereinander, so fallt eine Erscheinung auf, auf welche 
wir bisher noch nicht niher eingegangen sind. Es sei zuniichst 
das Tatsichliche vorangestellt: so betrug in einem Versuch 
des Winters der niedrigste unter Ca-Wirkung beobachtete Wert 
0,1156, oder bei mehreren anderen im Marz ausgefiihrten 
Versuchen 0,17—0,19; bei héherer AuSentemperatur dagegen 
wurden unter Anwendung der gleichen Calciumkonzentration 
Werte beobachtet, die zwischen 0,28 und 0,32 schwanken. 

Die Befunde legen die Vermutung nahe, da Winter- und 
Sommerfrésche ein durchaus verschiedenes Optimum der Calcium- 
wirkung aufweisen. Im gleichen Sinne sprechen Feststellungen 
von de Boer, welcher den Calciumgehalt des Froschserums 
zu den einzelnen Jahreszeiten sehr verschieden hoch fand. 

Indessen spielen sicherlich, abgesehen von der verinderten 
Verteilung von Calciumionen bei Sommer- und Wintertieren 
noch andere Faktoren fiir den ungleichen Ausfall der Synthese 
durch Calciumionen eine wichtige Rolle. In erster Linie ist 
hierbei an das Glykogen zu denken, dessen Gehalt bei Winter- 
und Sommerfréschen bekanntlich sehr verschieden ist. 

Die Gegenwart von Glykogen kommt bei dem untersuchten 
FermentprozeB zunichst besonders deshalb in Frage, weil 
dieser Stoff als direktes Ausgangsmaterial fiir die Synthese 
dient. So konnten Embden und Haymann zeigen, daB das 
AusmaB der Lactacidogensynthese durch Fluor ganz wesent- 
lich vergréBert wird, wenn man dem Versuchsmaterial Glykogen 
hinzufiigt. *) 

Aus diesem Grunde wurden die bisherigen Versuche in 





1) G. Embden u. C. Haymann, siehe eine nachfolgende Arbeit 
in dieser Zs. 
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mitgeteilt: 


hinzugesetzt wurden. 


Versuch 9. 
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der Weise variiert, daB 0,1—0,4°/, Glykogen der Ca-Lisung 
Von solchen Versuchen seien 2 hier 


Als Versuchsmaterial dienten Frésche, die seit mehreren 
Wochen in Gefangenschaft waren. 
Die verschiedenen Konzentrationen von Calcium erhielten 
alle den gleichen Glykogenzusatz (0,2°/,). 
konzentrationen unterblieb dieser Glykogenzusatz (siehe die 


eingeklammerten Zahlen der Tabelle). 


In einigen Calcium- 


Der Lactacidogengehalt betragt 0,1306. Die in 0,2°/,iger 
Glykogenlésung nach 3stiindigem Aufenthalt bei 16° ermittelte 
Phosphorsiure weist eine Héhe von 0,3341 auf. 











Versuch 9. 
80. V. 28. 3h’ bei 16°. 
1 2 3 4 5 6 
Vergleichswerte H;PO, CaCl, Cl, H;PO, Lact- 
°/, molar of, 1, acidogen 

A 0,3095 2m 8 0.2353 | 0,2047 

BY 2h’ 40° 0,4401 m/1 4 0,2300 | 0,2101 
ohne Zusatz“ 0,3405 m/2 2 0,3496 0,0905 
0,2°/, Glykogen | 0,3341 m/4 1 0,3394 | 0,1007 
Lactacidogen 0,1306 m/4 1 [0,3554] | 0,0847 
a = m/3 0,5 0,2882 | 0,1519 

~ a m/16 0,25 0,2237 | 0,2164 

on i m/32 0,125 | 0,1765 | 0,2636 

- _ m/32 0,125 | [0,2216] | 0,1185 

ae se m/64 0,06 0,1901 | 0,2500 

ee Se m/128 | 0,03 0,2029 | 0,2372 

— -- m/256 0,015 0,2167 0,2234 

~ st m/512 | 0,008 | 0,2571 | 0,1820 

— _ m/1024 | 0,004 | 0,2597 | 0,1804 

















Alle Lésungen 0,2°/, Glykogen. Eingeklammerte Zahlen = ohne 
Glykogenzusatz. 


Betrachtet man die Werte in Stab 5, so sté&t man wieder 
auf die schon in friiheren Versuchen beschriebene Tatsache, 
daB 2 Maxima bei verschiedenen Calciumkonzentrationen be- 
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stehen. Bei m/1 betragt die Menge der freien Phosphorsiure 
0,2300. In der benachbarten (absteigenden) Konzentration m/2 
schnellt der Wert unvermittelt iiber die Hohe des ,,Glykogen. 
wertes“ ohne Ca-Zusatz hinaus, um bei weiterer Verdiinnung 
(bei m/32) das 2. Maximum (0,1765) zu erreichen. 

Verfolgt man nun die Wirksamkeit bei weiterschreitender 
Verdiinnung, so fallt auf, daB auch noch bei der geringsten in 
diesem Versuch gewahlten Konzentration von m/1024 eine 
intensive Synthese vorhanden ist.') Der hier erreichte Wert 
von 0,2597 liegt erheblich unter dem A-Wert von 0,3095. In 
den weiter oben beschriebenen Versuchsreihen fanden wir bei 
der Konzentration m/1024 bei keinem Beispiel noch synthetische 
Wirkungen, sondern nur eine mehr oder minder groBe Hemmung 
der Spaltung (kurz gegeniibergestellt, verhilt sich in friiheren 
Versuchen der Wert von m/1024 zum jedesmaligen A-Wert: 

Versuch 4 0,2936 : 0,2458 Versuch 5 0,3000: 0,2624 

Versuch 6 0,4159 : 0,3440). 

Vergleicht man ferner mit den eben besprochenen Werten 
in Versuch 8 die in Klammern angegebenen Parallelwerte 
(gleiche Ca-Lésungen ohne Glykogenzusatz), so tritt auch hier 
die Tatsache hervor, daB die Synthese durch Calcium bei 
Gegenwart von Glykogen ein gréBeres AusmaB aufweist. 
(m/4 mit Glykogen 0,3394, m/4 ohne Glykogen 0,3554. m/32 
mit Glykogen 0,1765, m/32 ohne Glykogen 0,2216.) 


Versuch 10 (graphisch dargestellt) 


wurde Glykogen in der geringen Konzentration von 0,1°,, 
zugesetzt. Auch hier wurden langere Zeit aufbewahrte Sommer- 
frésche als Versuchsmaterial benutzt. 

Die Wirksamkeit der verschiedenen Ca-Konzentrationen 
zeigt auch hier den wiederholt beschriebenen Verlauf. Man 
ersieht, daB das erste Maximum jenseits m/1 gelegen sein mud, 





1) Fir die Beurteilung des Versuches darf freilich nicht auBer acht 
gelassen werden, da8 das verwandte Glykogen Spuren von Ca enthielt. 
Die molare Konzentration lag allerdings zwischen m/60000 und m/70000, 
so daB der Kalkgehalt praktisch in diesem Versuch wohl kaum in 
Betracht kommt. 











2 
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das zweite Maximum liegt bei m/64. Im ibrigen ist bei 
m/1024 in diesem Versuch (vielleicht des geringen Glykogen- 
zusatzes wegen) der A-Wert bereits nahezu erreicht. Kine 
geringe Spaltungshemmung ist noch bei m/16000 = 0,2 mg °/, 
der zugesetzten Lésung zu erkennen. 


Versuch 10. Glykogen 0.1% 
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Besonders deutlich ist das unterschiedliche Verhalten 
gegeniiber den Lisungen ohne Glykogenzusatz. So betrigt bei 
m/64 die Hoéhe der freien Phosphorsiure 0,2151 gegeniiber 
0.2654 ohne Glykogenzusatz, bei m/256 0,2553 gegeniiber 
0.3333 ohne Glykogenzusatz und bei m/1024 0,3103 gegeniiber 
0,3957 ohne Glykogenzusatz. 

Auf das deutlichste ergibt sich ferner, daB schon sehr 
seringe Zusiitze von Glykogen die synthetische Calciumwirkung 
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erheblich begiinstigen. Hierbei ist es ohne Belang, daB das 
verwendete Glykogen selbst Spuren von Calcium enthielt; 
machte sich doch die gleiche Glykogenwirkung auch in stirkeren 
Calciumkonzentrationen sichtbar. 

Als Ursache der Begiinstigung der fermentativen Synthese 
durch die Anwesenheit von Glykogen kommt, wie erwihnt, in 
erster Linie in Betracht, daB das Glykogen ein geeignetes 
Ausgangsmaterial als Baustein fiir das synthetische Produkt 
bildet. Wie weit auBerdem vielleicht eine Wirkung aus seiner 
Higenschaft als Kolloid herzuleiten ist, liBt sich sehr schwer 
entscheiden. Vielleicht geben Versuche mit anderen Kolloiden 
dafiir einen Anhaltspunkt. [So zeigten kleine Zusitze von 
Gelatine regelmaBig eine spaltungshemmende Wirkung, wahrend 
der Zusatz von Krystalloiden (Rohrzucker und Traubenzucker) 
nicht nur keine Begiinstigung, sondern im Gegenteil eine Ab- 
schwichung der Calciumwirkung herbeifihrten.] 


Der Schwellenwert fiir eine im Sinne der Synthese eben 
noch wirksame Calciumkonzentration ist nicht ein fiir allemal 
anzugeben. Sieht man doch, wie verschieden in den bisherigen 
Versuchen das scheinbar gleiche Substrat darauf anspricht. 


Sicher ist, daB Konzentrationen von 0,1—0,2 mg°/,_ bei 
relativ schwachen Glykogenzusitzen und ohne solche noch 
wirksam sind. 

Man gewinnt eine gute Vorstellung von der ganz auBer- 
ordentlichen Wirksamkeit der Calciumionen, wenn man sich 
daran erinnert, daB im menschlichen Blutserum 10 mg°®/, Ca, 
also das 100fache unserer wirksamen Grenzkonzentrationen 
vorhanden sind. 


Aus dem ersten Abschnitt ergeben sich folgende Tatsachen: 

Calciumionen fiihren im lebensfrischen Froschmuskelbrei 
zu einer Synthese von Lactacidogen, deren Ausmaf an der 
Abnahme des einen Bausteins, der anorganischen Phosphor- 
siure, quantitativ verfolgt wurde. 

Die Menge des neugebildeten betragt bei maximalen 
Wirkungen 100—150°/, des urspriinglich vorhandenen Lacta- 
cidogens. 











} 
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Diese Fahigkeit steht in einer gesetzmiBigen Abhingigkeit 


t yon der jeweiligen Konzentration der Calciumionen. Variiert 


man die Konzentration, so zeigt sich eine charakteristische, in 


t allen Versuchen durchaus gleichsinnige Mehrphasigkeit der 


_ Wirkung derart, dab 2 Maxima der Synthese, eines bei hoch- 


 konzentrierten Ltoungen (2m bis m/2), ein zweites bei Lésungen 
- yon etwa m/80 bis m/60 auftreten. Die beiden Maxima sind 


durch eine steil aufsteigende Zone anscheinender Wirkungs- 


i losigkeit des Calciums getrennt; bei fortschreitender Ver- 
| diinnung (unterhalb des zweiten Maximums) erfolgt ein all- 


-mihliches Absinken der synthetischen Kalkwirkung. 


Die Verfolgung des zeitlichen Ablaufs ergab, daB die 
Verschiebung des Gleichgewichts durch Calcium nach der 
Seite der Synthese mit erheblicher Geschwindigkeit beginnt und 
meist nach 30 Minuten ein Maximum erreicht; hieran schlieBt 


~ sich ein — der jeweiligen ‘'lemperatur entsprechend — lang- 


samerer oder rascherer Wiederanstieg der freien Phosphorsiure. 
Nach Zusatz von Glykogen wird der Umfang der Synthese 
durch Calcium auBerordentlich vergréSert. Hierfiir kommt 
wohl in itiberwiegendem MaBe die Brauchbarkeit des Glykogens 
als Baumaterial fiir den synthetischen ProzeB in Betracht. 
Die wirksame Calciumgrenzkonzentration laBt sich nicht 
fiir alle Fille festlegen, da die Empfindlichkeit des Substrats 
eine wesentliche Rolle spielt. Sicher ist, daB Ca in 0,1 bis 


0,2 mg®/,iger Lisung sich noch als wirksam erwies (unvoll- 


oe Hemmung der Spaltung. Diese Konzentration betrigt 
der im Blutserum vorhandenen Menge Ca. 

Es bleibt noch iibrig, die Frage der H-lonenkonzentration 
fir die beschriebenen Calciumwirkungen zu erdértern. 

Von vornherein kénnte der Versuch, zerschnittene Musku- 
latur durch auBen zugefiigte Bicarbonatlisung wirksam zu 
puffern, sehr problematisch erscheinen (Diffusionsschwierig- 
keiten, Impermeabilitit von Grenzschichten). Natiirlich muB 


‘100 


' man auch bedenken, daB beim Muskelbrei, wo ja die Mikro- 
| struktur noch weitgehend erhalten ist, ein Teil des natiir- 
: lichen Pufferungsmechanismus (Alkalireserve, Ampholyte, Sarko- 
_ plasma) in einer gewissen Vollkommenheit noch funktioniert. 
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DaB iibrigens Bicarbonatzusatz unter gewissen Bedingunge) 
auch am Muskelbrei sehr wohl puffernd wirkt, geht aus Altere, 
Ursachen und aus der Beeinflussung eines spater zu be. §- 
sprechenden Fermentprozesses, namlich der Milchsiurebildung" : 
deutlich hervor. 

Zur Frage des H-Joneneinflusses wurde erst ein einzige; 
Beispiel mitgeteilt (s. Versuch 1). Das gleiche Ergebnis, 
welches in dem dort besprochenen Versuche beobachtet wurde, 
konnte nun in zahlreichen anderen Muskelbreiversuchen, in 
denen als Puffer 2°/,ige Bicarbonatlésung verwendet war, ge. 
wonnen werden. Mit Sicherheit geht schon daraus hervor, dat 
die synthetische Wirkung des Calciums auch bei weitgehender 
Pufferung durch Bicarbonat, wie wir sahen, vorhanden ist. 
Nach dieser prinzipiellen Feststellung sei aber schon hier 
darauf hingewiesen, daB sich beziiglich der Intensitiit der 
Calciumwirkung eine Abhingigkeit von der H-Ionenkonzentration 
im Sinne der von Rona und Takahashi aufgestellten Formel 
in neueren Versuchen erkennen lieB. 


Aus der vorangehenden Arbeit von Embden und Lehn- 
artz geht bereits hervor, daB Kaliumsalze bei lingerer 
Einwirkung im Sinne einer Begiinstigung der Lactacidogen- 
synthese wirksam sind. Die Versuche dieses Abschnittes 
bilden durchaus eine Bestiitigung dieser Beobachtung; unter 
gewissen Bedingungen aber, die noch eine nihere Schilderung 
erfahren werden, wurden Abweichungen von diesem Verhalten 
festgestellt. 

Vorangestellt sei ein Versuch, in welchem 2m-, m/I- und 
m/2-Konzentrationen von Na, K, Mg, Ca zur Anwendung ge- 
langten. 

Versuch 11. 

Vom A-Wert 0,2601 aus erfolgte beim Stehen der Mus- 
kulatur ohne Zusatz eine Abspaltung bis zu einer Hohe von 
0,2989, in Wasser bis zu einer Hohe von 0,3359. 

Uberblickt man die einzelnen Werte, so findet man, da’ 
abgesehen vom Kalium alle Kationen eine hemmende Wirkung 





1) F. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, S. 60 (1914). 
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auf die ,,spontane“ Spaltung (Wasserwert) austiben: am stirksten 
i ist sie beim Calcium ausgesprochen, beim Magnesium und 
' beim Natrium dagegen nur in den beiden héheren Kon- 
 gentrationen deutlich vorhanden. 


Versuch 11. 
14. IV. 1923. Krétenmuskelbrei. 




















1 2 3 4 5 
: NaCl KCl MgCl, CaCl 
Konzentration 2 . 
H,PO, % H,PO, % H,PQ, "lo H,PO, %o 
2 molar 0,3033 0,3291 0,2891 0,2306 
molar 0,3085 0,3369 0,3123 0,2626 
m/2 0,3350 0,3213 0,2978 0,2915 





Wir werden an der Hand spiiterer Versuche die Beob- 
achtung, daB Magnesium und Natrium in starken Kon- 
zentrationen eine durchaus ihnliche, etwa dem Sinne und 
Umfang nach einer schwachen Calciumwirkung entsprechende 
Beeinflussung des Lactacidogenstoffwechsels herbeifiihren, 
weiter erhirten kénnen. Kalium erweist sich hierin durchaus 
andersartig. 


Der 
Versuch 12 
ist an gleichen Konzentrationen von Natrium, Calcium und 
Kalium angestellt. 

In Stab 1 sind die untersuchten Kationen, in Stab 2 die 
zugehdrigen Werte fiir freie Phosphorsiure und in Stab 3 die 
berechneten Lactacidogenwerte angegeben; Stab 4 driickt den 
Lactacidogengehalt in Prozenten der Ausgangsmenge aus. Man 
sieht, daB die Spaltung, welche in der Natrium- und Kalium- 
lisung eingetreten ist, den Wasserwert iibersteigt (0,3614 und 
03884 gegeniiber 0,3342). Kaliumchlorid wirkt hier noch 
stirker spaltungsbegiinstigend als Natrium; so sind, wie aus 
den Stiben 3 und 4 hervorgeht, beim Natrium noch 69, beim 
Kalium dagegen nur 32°/, des urspriinglichen Lactacidogens 
unzerlegt geblieben. 
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Uberragend ist auch in diesem Versuch die synthetische 
Fahigkeit der Calciumionen: die Héhe des neugebildeten be. 
trigt 200°/, des urspriinglichen Lactacidogens. 


Versuch 12. 





A = 0,3391. Aq. dest. = 0,3342. 
B = 0,4113. Lactac. = 0,0722. 
14. I. 1923, 

1 2 3 4 
Kationen H,PO, in °/, Lactacidogen —— 
m/10 der frischen M. (H,PO,) atihax 

Ausgangswertes 
NaCl 0,3614 0,0499 68,5 
KCl 0,3884 0,0229 31,7 
CaCl, 0,1950 0,2163 300 











Als weiteres Beispiel fiir die Besonderheit der Kalium- 
wirkung sel 


Versuch 13 


angegeben. Hier ist nach 1/, Stunde, nach 2?/, und 51/, Stun- 
den das Verhalten der freien Phosphorsiure unter der Ein- 
wirkung isotonischer Lésung von Natrium, Kalium und Calcium- 
chlorid untersucht. 


Wie man sieht, ist beim Natrium der Wert fiir freie 
Phosphorsiure in allen untersuchten Zeiten nahezu konstant 
geblieben (0,3447, 0,3470 und 0,3471). Dagegen findet man 
beim Kalium, daB nach '/, Stunde eine starke Spaltung auf- 
getreten ist (0,4051). Nach 51/, Stunden aber betragt bei 
gleichem Kaliumgehalt der Wert fiir freie Phosphorsiure 0,3476; 
die Spaltung ist also um ein erhebliches Stiick zuriickgedringt 
worden. Diese Wirkungsart des Kaliums steht auch in be- 


sonderem Gegensatz zu der beim Calcium beobachteten: 
beim Kaliumchlorid in der ersten Phase Beschleunigung der 
Spaltung, nach langerer Einwirkungszeit eine deutliche Re- 
synthese; beim Calciumchlorid ein geradezu spiegelbildliches 
Verhalten. 








ls 
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Versuch 13. 
29. XI. 1922. Froschmuskelbrei. 

















1 2 3 4 
sofort“ 1/, Stunde 2'/, Stunde | 51/, Stunde 
HP 0, */o H,PO, lo HPO, lo H,PO, "Io 
ohne Zusatz 0,2873 _ _ 0,3024 
NaCl (isot.) — 0,3447 0,3470 0,3471 
KCl, a 0,4051 - 0,3476 
CaCl, ” — 0,1156 — 0,2290 














Es konnte nun in zahlreichen Versuchen sowohl die 
erste wie auch die zweite Phase der Kaliumchlorid- 
wirkung beobachtet werden. 

Wie auBerordentlich rasch unter Umstiinden die erste 


: Phase der Kaliumchloridwirkung ablaufen kann, dafiir mégen 
| folgende 2 Beispiele angefithrt werden: 


Versuch 14. 
Die Versuchsdauer betrigt je 1 Minute. Als Material 


$ wurde frisch abgetrennte Froschmuskulatur benutzt, welche 


nur wenig (zur Vermeidung gréBerer Saiurebildung) zerkleinert 
worden war. Von dem in mehrere gleiche Portionen geteilten 


_ Muskelbrei wurde je eine Portion als Kontrollbestimmung in 
_ Salzsiiure versenkt. Die anderen wurden in isotonische Kalium- 


chloridlésung gefillt. Nun wurde nach 15 und 60 Sekunden 


die Kinwirkung der Kaliumchloridlésung durch Zugabe von 


5cem 4°/,iger Salzsiure unterbrochen. 
Im zweiten Beispiel, wo ein anderer Frosch in der gleichen 
Weise fir den Versuch benutzt wurde, erfolgte nach dem Kin- 


brngen in die Kaliumlésung eine friihere Unterbrechung (nach 
| 2 Sekunden). 


Man kann ohne weiteres aus der tabellarischen Uber- 


_ sicht (Versuch 14) entnehmen, daB bei beiden Versuchen nach 
| 60 Sekunden eine gewisse Synthese erfolgt war. So betrug der 
_ Wert fiir freie Phosphorsiure 0,3585 gegeniiber dem Kontroll- 
| wert von 0,3856 im Versuch a; im anderen Versuchsbeispiel 
; 03345 gegeniiber 0,3493 (Versuch b). 
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Versuch 14, 
11. I. 1923. Froschmuskelbrei. 


enn ¢ SEE —— EE RE TEA OES — =f sf Ree 5 Na nn raya me Sanwa — 














] 2 3 
a Frosch 1 Frosch 2 
Zeit in Sekunden 

H,PO, °/, H,PO, °/, 

, sofort’ (HCl) 0,3856 0,3493 

in isoton. KCl-Lésung nach 2” -— 0,3754 

nach 15” 0,4526 0,3608 

nach 60” 0,3585 0,3345 








In den untersuchten Zwischenzeiten war die Spaltung in 
ersten Versuch auferordentlich groB (0,4526 gegeniiber der 
sofort vorhandenen Menge freier Phosphorsiéure des A-Wertes 
von 0,3856); auch im zweiten Versuch war sie sehr deutlich 
ausgesprochen (0,3754 gegeniiber dem Vergleichswert von 
0,3493). Der Wert von 0,3754 wurde nach 2 Sekunden beob- 
achtet, nach 15 Sekunden betrug er 0,3608. 

Man sieht also aus den beiden Beispielen sehr deutlich, 
daB die erste Phase der Kaliumchloridwirkung sehr fliichtig 
ist und daB ihr die zweite auf dem Fufe folgt. Im ersten 
Versuche wurde die héhere Spaltung, und daran gemessez, 
auch die gréBere Resynthese beobachtet. 

Ich beschrinke mich darauf, die Tatsache, daf nach 
kurzer oder langerer Einwirkungszeit des Kaliumchlorids 
durchaus verschiedene Wirkungen beobachtet werden, zu 
registrieren, und méchte es ganz unentschieden lassen, wie 
weit es sich besonders im ersteren Teil um eine Kombinations- 
wirkung zwischen dem Kation und seinem Anion handelt. In 
diesem Sinne habe ich bisher stets von einer Kaliumchlorid- 
wirkung gesprochen. 

Man mu8 angesichts des vorhin beschriebenen Versuchs 
daran denken, daB bei der auBerordentlichen Kiirze der Ein- 
wirkungszeit eine Erregungswirkung des Kaliumchlorids vor- 
liegt, welche den Kontraktionsmechanismus des Muskels zur 
Auslésung bringt; dann wiirde das erste Stadium der Kalium- 
chloridwirkung biologisch mit der Erregung, das zweite mit 
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Es der Lihmung Hand in Hand gehen. In diesem Zusammen- 
a hang sei daran erinnert, dab, wie aus den Untersuchungen 
a yon Embden und Lawaczeck hervorgeht, die bei der auf 
einen elektrischen oder auf einen Kiltereiz erfolgenden Kon- 
| traktion eintretende Phosphorsiureabspaltung sich in Bruch- 


teilen einer Sekunde, also ungleich rascher als in dem be- 


 schriebenen Versuch abspielt. 


Trotzdem liegt es vielleicht nahe, die rasch voriiber- 
gehende Spaltungswirkung gerade eines Chlorids als den 
Ausdruck der gleichen Verainderung anzusehen, wie sie in der 
voranstehenden Arbeit von Embden und Lehnartz als 
charakteristische Chloridwirkung bei der Erregung aufgefaft 


wurde. 
An dieser Stelle sei noch erwihnt, daB die beobachteten 


: Wirkungen beim Kaliumchlorid im Einklang stehen mit dem 
| Ergebnis von Untersuchungen, in denen die Permeabilitits- 


: ‘inderungen des quergestreiften Froschmuskels unter dem Ein- 
flu von isotonischem Kaliumchlorid und Kaliumsulfatlésungen 


ay 
e 
a 
e: 
s 
a 


seprift wurden. Vogel’) fand bei lingerer Einwirkungszeit 
der Kaliumlésung eine starke Permeabilitiitsverminderung; ich 
selbst konnte neuerdings die Befunde Vogels?) bestitigen 
und dariiber hinaus feststellen, daB der von Vogel beob- 
achteten Phase verringerter Durchlissigkeit auch hier eine 
Phase gesteigerter Permeabilitait vorausgeht. Diese Phase 
erhéhter Permeabilitit war sehr fliichtig und fand sich nur 
bei sehr gut ausgewaschenen, in bester Verfassung befindlichen 
Froschmuskeln. Bei irgendwie geschidigten oder ermiideten 
Muskeln zeigte sich von vornherein die abdichtende Wirkung 
des Kaliums. 

AuBer der Zeitdauer wurde auch der Einflu8 der je- 
weiligen Konzentration beim Kaliumchlorid gepriift. 

Hierzu ist grundsitzlich zu bemerken, daB die bisher ver- 
wendeten Konzentrationen (m/10) immer den vorherrschenden 
Kinflu8 der zugesetzten Ionen sicherstellten. 





1) H. Vogel, Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 
*) H. Lange, Noch unveréffentlichte Untersuchungen. 
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Bei sehr gro8er Verdiinnung dagegen ist dies wohl deshalj 
nicht mehr ganz zutreffend, weil die relative Menge der ohne. 
hin vorhandenen Elektrolyte des Zellinnern und des Zellmiliey; 
gegeniiber den zugesetzten Ionen mehr und mehr wichst und 
dadurch das Ergebnis in steigendem Mae mitbeeinfluBt. 

Im Gegensatz zu der Wirkung der Calciumionen, welche 
auch in ganz minimalen Konzentrationen noch iberragende 
Wirkungen entfalten, lieBen sich bei einer ‘hnlichen Ver. 
diinnung der Kaliumchloridlésung in mehreren derartigen Ver. 
suchen keinerlei Besonderheiten der Wirkung gegeniiber de 
Wirkung reinen Wassers mehr feststellen; in diesen Loésungen 
war der beobachtete Wert der freien Phosphorsiure schon be; 
Verdiinnungen unterhalb m/256 identisch mit dem Wasserwert, 


B. 


Nach unseren bisherigen Erfahrungen iiber die fermen. 
tative Lactacidogensynthese durch Calciumionen war es eine 
lockende Aufgabe, auch das Schicksal des zweiten Spalt- 
produktes beim Lactacidogenzerfall, der Milchsiure unter 
gleichem Salzeinflu8 zu studieren.?) 

Ks ist bekannt, da8 ein Teil der im arbeitenden Muskel 
gebildeten Milchsiure auf oxydativem Wege beseitigt wird 
(Meyerhof), ein Vorgang, an dem das Sarkoplasma?) sowohl 
durch die adsorptive Bindung der Milchsiure wie auch als Ver- 
brennungsort*) beteiligt sein diirfte. 

Ich legte mir zunichst die Frage vor: Wie verhilt sich 
die Bildung der Milchsiure bei der Gegenwart von Calcium- 
ionen im lebensfrischen Froschmuskelbrei? 


Methodik. 

3—5 g frisch gewonnenen Muskelbreies wurden in der 
gleichen Versuchsanordnung wie friiher bei konstanter Ten- 
peratur bestimmte Zeiten in bicarbonathaltiger Loésung der 





1) Entsprechende Versuche mit Anionen (Fluor) wurden bereits von 
Embden und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt. 

2) Auf Grund hier noch nicht niaher zu erérternder Vorstellung. 

5) G. Embden u. H. Lange, Diese Zs. Bd. 125, S. 258 (1923). 
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Wirkung des zu untersuchenden Salzes exponiert. Am SchluB 
des Versuches wurde die Milchsiiurebildung durch 4 °/,ige 
Salzsiiure unterbrochen und das Eiwei8 nach Schenck gefallt. 
Am nichsten Tage erfolgte die Untersuchung des eiweiBfreien 
Filtrates auf seinen Gehalt an Milchsiure. In zwei der mit- 
geteilten Versuche wurde die Atherextraktion angewendet, in 
allen tibrigen ein von Hirsch-Kaufmann neuerdings im In- 
stitut ausgearbeitetes Verfahren, welches nach vorheriger Aus- 
fillung stérender Substanzen die Atherextraktion entbehrlich 


macht. 
Versuchsergebnisse. 


Die Versuche sind in der Tabelle wiedergegeben. 

In Versuch 1 betrug die sofort vorhandene Milchsiure- 
menge 0,108°/,; nach 2 Stunden war die Milchsaurebildung 
im Bicarbonat auf 0,583°/, gestiegen. In m/10 NaCl wurde 
ein ganz abnlicher Wert erreicht (0,595 °/,). In m/10 CaCl, 
belief sich unter den gleichen Bedingungen der Milchsiure- 
gehalt nur auf 0,211 °/,. 

Auch im Versuch 2, in welchem die Milchsiurebildung 
nach 2 Stunden unterbrochen wurde, war der in m/10 CaCl, 
beobachtete Wert sehr niedrig. Ein Blick auf die Tabelle, 
Zeile 2 zeigt, da er ganz nahe!) am A-Wert gelegen ist 
(0,145 °/, gegen 0,138 °/)). 

In NaCl wurde in diesem Versuch im Gegensatz zum 
vorigen ebenfalls eine deutliche Hemmung der Milchsiure- 
bildung gefunden. 

Die Gegenwart von m/10 Ca hat also im ersten Versuch 
eine erhebliche, im zweiten eine vollstindige Hemmung der 
Milchsiurebildung zur Folge. In 


Versuch 3 


gelangte eine geringere Calciumkonzentration als bisher zur 
Anwendung (m/40). Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, kommt 
es auch hier zu einer starken Hemmung der Milchsaurebildung 
(Endgehalt: 0,266 °/, gegentiber 0,432°/,). Doch ist dieser 
Versuch nicht beweisend, weil nach friiheren Versuchen aus 


1) Wohl innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVII. 10 
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. h: : ‘ z . a. ” 
Versuch ; ae ee Milchsiure am Ende des Versuches in verschiedenen Bemerkungen 
Datum Milchsiiure Salzgemischen 
1. 2°/, NaHCO, 2°/, NaHCO, + 2°), NaHCO, + 
=e 0,108 °/, m/10 NaCl m/10 CaCl 2h’ bei 15° 
0,583 °/, 0,595 /, 0,211 °/, 
o 2 2 "I NaHCO, 2 *. NaHCO, 2 a P NaHCO, 
bp ; 0,138 °/, m/10 NaCl m/10 CaCl, 2h’ bei 9° 
a 24. I. 23 0,540 °/, 0,462 °/, 0,145 °/, 
—_ “ - 
= 3. 2°/, NaHCO, m/40 CaCl, 
a on be 0,164 °/, — 1°/, Glykogen 31/,h’ bei 16° 
5 > 3 0,432 %/, : 0,266 °/, 
2 Fy eee 
. y ykogen a ykogen oe 
<a ae 0,124 °/, . m/40 CaCl, 4h’ bei 17° 
0,902 °/, 0,470 °/, 
- ; 2°/, NaHCO, 2°/, NaHCO, 2°), NaHCO, 
. 1°/, Glykogen 1°/, Glykogen 1°/, Glykogen ee 
14. VL, 28 0,174 "lp ; m/20 NaCl m/10 CaCl, 8h’ bei 14° 
0,528 °/, 0,471 /, 0,301 °/, 
oar" a 
ykogen m/50 Ca ykogen bs 
pod 25. VI. 23 0,140 "/o : , m/50 CaCl, Sh’ bei 18° 














0,986 °/, 





0,287 °/, 





0,621 °/, 
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dem hiesigen Institut!) am ungepufferten Muskelbrei die Milch- 
siurebildung sehr leicht durch die auftretenden H-Ionen ge- 
hemmt wird. Dies ist im nichsten Versuch beriicksichtigt. In 


Versuch 4 


enthielten alle Ansitze 1°/, Glykogen und 2°/, Natrium- 
bicarbonat. Die sofort vorhandene Milchsiure betrug 0,124 °/, ; 
nach 4 Stunden war im Bicarbonat 0,902 vorhanden; hingegen 
betrug unter der Kinwirkung von m/40 Ca bei sonst gleichen 
Bedingungen der Milchsaéureendgehalt nur 0,470°/,. In 


Versuch 5, 


in welchem die Muskulatur eines stark abgemagerten Hundes 
benutzt wurde, ist unter der Kinwirkung von m/20 Ca der 
Milchsiureendwert wiederum erniedrigt (0,301°/, gegeniiber 
0,528 °/, und dem Natriumchloridwert von 0,471 °/,). In 


Versuch 6 


verringert m/50 Ca den Milchsiureendgehalt auf 0,621 °/, 
gegeniiber dem Kontrollwert von 0,986°/,. In diesem Falle 
ist in der nicht gepufferten Calciumlésung die Milchsiure- 
menge noch geringer (0,287°/,), was hier offenbar nicht auf 
H-lonenwirkung zuriickzufiihren ist, da der in waBriger un- 
gepufferter Glykogenlésung gefundene zweite Kontrollwert mit 
dem ersten nahezu identisch ist. 

Ks sei noch ein Versuch angefiihrt, in welchem gleich- 
zeitig Phosphorsiure und Milchséure ermittelt wurden. 


Versuch 7, 


Den 3 Ansitzen: destilliertes Wasser, 0,4 °/,ige Trauben- 
zuckerlésung und 0,4°/,ige Glykogenlésung sind entsprechende 
gleichartige unter Zusatz von m/50 Ca gegeniibergestellt. 

In der zweiten Horizontalreihe der tabellarischen Uber- 
sicht ist die Héhe der freien Phosphorsiiure angegeben, in der 
dritten der berechnete Lactacidogengehalt und in der vierten 
die ermittelte Milchsiiuremenge. 





) F. Laquer, a. a. 0O.; Kura Kondo, Biochem. Zs. Bd, 45, 
S. 63 (1912). 


10* 
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Versuch 7. 
29. VI. 1923. 
1 ee 4 5 6 1 * 
9 2 dB 0,4 of, 0,4 7, CaCl CaCl, CaCl, 
wt NaHCO,|Aq. dest.| Trauben-| Gly- ten, 0 by soll Pr Gy 
ot 6 ad ; 7iV- 
ort” |2Std.45° zucker | kogen ma/50 fray kogen 
H,PO,| H,PO, | H,PO,| H,PO, | H,PO,]H,PO,}] H,PO, | H,P0, 
0 3711 0,4927 | 0,4539 0,4458 0,3882 | 0,3895] 0,4354 0,2160 
Lactac. Lactac. | Lactac. | Lactac. | Lactac.| Lactac. | Lactac. 
0,1216 — | 0,0888 | 0,0469 | 0,1045 | 0,1032] 0,0573 | 0,2767 
Milchs. | Milchs. | Milchs. | Milchs. | Milchs. | Milchs.| Milchs. | Milchs. 
0,122 | 0,275 | 0,254 | 0,221 | 0,378 | 0,199 | 0,217 0,198 























Betrachtet man zuerst die Werte fiir freie Phosphorsiiure, 
so sieht man, dab bereits im Wasser eine starke Spaltung 
eingetreten ist (0.4539). In die Fehlergrenze des Wasser- 
wertes fillt der in der Traubenzuckerlésung ermittelte; eine 
starke Hemmung der Spaltung dagegen hat in der Glykogen- 
lésung stattgefunden. m/50 Ca fihrte nur zu einer Spaltungs- 
hemmung (0,3895); in der Traubenzuckerlésung ist die Calcium- 
wirkung fast véllig aufgehoben (0,4854) und bei Anwesenheit von 
Glykogen findet eine auBerordentliche Synthese statt (0,2160). 
(DaB durch Traubenzucker die Calciumwirkung beeintrichtigt 
wird, wurde schon oben niher erértert und bestiitigt sich hier 
wieder.) 

Wie verhilt sich nun unter den gleichen Bedingungen 
die Milchsiurebildung? 


Entsprechend der Glykogenarmut der Sommerfrésche ist 
das Milchsiurebildungsmaximum niedrig (0,275 °/,). Im Wasser 
betragt die Bildung 0,254°/,, in Traubenzucker 0,221 und 
nach Glykogenzusatz 0,378. Nach Zusatz von Calcium findet 
man aber in allen 3 Versuchen eine betriichtliche Hemmung: 
0,199, 0,217 und 0,198 °/,. Wie aus dem Versuch hervorgebt, 
besteht also in der Calciumwirkung bei der Phosphorsiure 
und der Milchsiiure ein gewisser Parallelismus. 





ws 
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C. 


Bereits aus friiheren Versuchen lernten wir den giinstigen 
KinfluB kennen, welchen die Gegenwart von Glykogen auf die 
Lactacidogensynthese durch Calcium ausiibt. Es wurde schon 
dort darauf hingewiesen, daf neben anderen Faktoren im 
iiberragenden MaBe fiir die Begiinstigung der Synthese die 
Higenschaft des Glykogens in Betracht kommt, daB es selbst 
ein geeignetes Ausgangsmaterial fiir den synthetischen ProzeB 
bildet. 


Ks lag daher nahe, auch den fermentativen Glykogen- 
abbau unter Bedingungen zu studieren, unter denen wir bisher 
den Lactacidogenstoffwechsel untersuchten. 


In der Literatur liegen nur wenige an reinen Ferment- 
lisungen angestellte Beobachtungen iiber die Beeinflussung der 
Amylase durch anorganische Kationen vor: So haben Wohl- 
semuth*) und Bang”) dem Calcium, andere Forscher dem 
Magnesium eine férdernde Wirkung zugesprochen. Weitaus 
genauer sind die Anionenwirkungen studiert. Wir wissen aus 
den Untersuchungen von Michaelis®*), daB (nach seiner Auf- 
fassung) die in salzfreiem Zustande véllig unwirksame Amylase 
sich in einer unvollstindigen chemischen Reaktion mit ver- 
schiedenen Anionen verbinden kann. Ihre Affinitit ist am 
eriBten zum Nitrat, nur wenig geringer zum Chlorid, sehr klein 
jedoch zu den mehrwertigen Anionen. Die stiirkste enzymatische 
Wirksamkeit besitzt von diesen verschiedenen Komplexver- 
bindungen das Cl-Produkt, in weitem Abstande folgen die 
schwiichere Nitrat- und die noch weniger wirksamer Sulfat- 
und Phosphatverbindungen. Von ganz besonderem Interesse 
ist ferner die von Michaelis und Pechstein*) gefundene 
Tatsache, da die Amylase nach verschiedenen Salzzusitzen 
ein ganz verschiedenes Wirkungsoptimum in bezug auf die 


a 


") Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 21, S. 432 (1909). 

*) Bang, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 417 (1911). 

5) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 59, S. 77 (1914). 
*) Michaelis u. Pechstein, a. a O. 
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H-Ionenkonzentration aufweist, Nach den genannten Autoren 
sind die Wirkungsoptima beim Phosphat bei einer p,, von 6,1 
bis 6,2 beim Chlorid bei 6,7 gelegen. 


Unsere eigenen Versuche wurden in folgender Weise aus. 
gefiihrt. 


Methodik. 


Kleinere Mengen fein zerschnittenen und gut durchmischten 
Muskelbreies (1—1,5 g) wurden im gleichen oder doppelten 
Volumen verschiedener Salzlisungen bestimmte Zeiten der 
Fermentwirkung ausgesetzt. In manchen Versuchen wurde von 
vornherein Glykogen zugefiigt. Die Versuche wurden bei kon- 
stanter, aber in den einzelnen Versuchen verschieden ein- 
gestellter p,, der zugesetzten Fliissigkeit ausgefiihrt. Immer 
wurde der in allen Ansiitzen des einzelnen Versuches gleiche 
Ausgangsglykogenwert bestimmt. 


Die Unterbrechung des fermentativen Prozesses erfolgte 
durch Hinzufiigen von einer dem Gesamtvolumen entsprechen- 
den Menge siedender 60°/,iger Kalilauge. Die Ausfiihrung 
aller Bestimmungen geschah in engster Anlehnung an das von 
Bang!) beschriebene, auf dem Pfliigerschen Prinzip be- 
ruhende Verfahren. Die ganze Bestimmung nach Bang wurde 
in kleinen Zentrifugengliischen vorgenommen, in denen nach 
Zusatz siedender Kalilauge durch 2 stiindigen Aufenthalt in 
kochendem Wasserbade das AufschlieBen der organischen Sub- 
stanz vor sich ging. Nach dem Abkiihlen wurde unter 
vorheriger Verdiinnung der Kalilauge durch Zusatz von 
Wasser auf 15°/, das Glykogen mit 96°/,igem Alkohol ge- 
fallt. Am nichsten Tag wurde zentrifugiert und der Gly- 
kogenniederschlag zweimal in Kalilauge gelést und wieder 
mit Alkohol gefillt. Nach Hydrolyse in 2,2°/,iger Salz- 
siure durch einen Aufenthalt von 3 Stunden in kochendem 
Wasserbad wurde der Zucker nach Bertrand oder Bang 
bestimmt, 


1) Tvar Bang, Hammarsten Festschrift, Upsala 1916. 
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Versuchsergebnisse. 


Als erstes Beispiel sei ein Versuch mitgeteilt, welcher 
den KinfluB verschiedener p,, wiedergibt. 


Versuch 1. 


In allen GefiBen wurden 1,5 ¢ Froschmuskelbrei in steigen- 
der Bicarbonatkonzentration exponiert. AuBerdem wurden der 
urspriingliche Glykogengehalt sowie der Glykogenschwund beim 
Stehen ohne Zusatz ermittelt. 

Wie die Tabelle ergibt, war nach 41/, Stunden fast die 
Hilfte des urspriinglich vorhandenen Glykogens im Wasser- 
versuch und im Versuch ohne Zusatz nicht mehr nachweisbar. 
Genau die gleiche Abnahme weist das GefaiB mit der geringsten 
Bicarbonatkonzentration auf. Bei den folgenden ansteigenden 
Puffermengen nimmt die verschwundene Glykogenmenge in 
starkem Mafe zu. 

Versuch 1. 
2.111, 1923. 41/, h’. 








tia, %<e¢ fey e Fs 








Ohne 0,15 °/ 0,45 °/ 1,85 °/ 4,05 °/ 
Sofort’ |” hn. tot a ee ee ee 
asia Zusata* |b S°* Bic. Bic. Bie. Bie. 

Glykogen: 
1,15 °/, | 0,60°%, | 0,60% | 0,60°%, | 0,49°%, | 0,27, | 0,10%, 




















Ks erhellt aus dem Versuch aufs deutlichste, daB die 
diastatische Wirkung wie bekannt mit dem Anstieg der 
H-Ionenkonzentration in steigendem Umfang gehemmt ist. 

In 


Versuch 2 


ist ein Beispiel mitgeteilt, welches den Kinflu8 der Kationen 
Na, K und Ca bei starker Pufferung (2,5 °/, Bicarbonat) wieder- 
gibt. Man sieht, daB etwa die Halfte des sofort vorhandenen 
Glykogens in der Pufferlésung verschwindet (0,86 “se 
niichster Nachbarschaft dieses Wertes liegen alle iibrigen. Die 
Unterschiede zwischen Na (0,84), K (0,82) und Ca (0,79) sind 
recht geringfiigig. 
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Versuch 2. 
25. II. 1923. NaHCO, 2,5 °/). 











1 Te 3 4 | o5 
NaCl KCl Aq. dest. CaCl = 
sofort’ lg 
sia + Bic. + Bie, + Bic. + Bic. 
Glykogen: 
1,64 °/o 0,84 °/ 0,82 °/ 0,86 °/ 0,79 °/, 














Versuch 3. 

Hier war als Puffer 0,5°/,ige Bicarbonatlésung angewendet 
worden. Wie man aus der Tabelle entnimmt, ist der ur- 
spriingliche Glykogenwert von 1,59 im Wasserversuch auf 
0,83°/, gesunken. Die Wirkung der Kationen entspricht der 
Reihenfolge Na, K, Ca, Ba. Man sieht bei Na und K wohl 
eine deutliche Hemmung gegeniiber dem Wasserwert, beim Ca 
und Ba dagegen eine au8erordentliche Férderung der Ferment- 
wirkung. Bei der Gleichartigkeit der angewendeten Anionen 
kann man diese Wirkung mit Recht dem Kation zuschreiben. 

















Versuch 3. 
2. IIL. 1923. NaHCO, 0,5 °/,. 
ae 2 | : ape | ” i 6 
NaCl KCl CaCl. BaCl, 
, sofort’ Aq. dest E . . 
snag 2 ie to Re TS i. + Bic. 
Glykogen: 
1,59 °/, 0,83 "he 0.91 °/5 0,89 °/, 0,53 . 0,42 4 F 

















Ganz ahnlich ist das Ergebnis im 


Versuch 4. 


Hier wurden auBer den bisherigen Kationen noch Ammonium 
und Magnesium untersucht. Als Puffer diente 0,5°/,ige Bi- 
carbonatlésung. Der urspriingliche Glykogengehalt ist bei 
diesem im Februar angestellten Versuch gréBer, als bisher 
beobachtet wurde (1,80°/,). Der Abbau ist bei diesen winter- 
lichen Fréschen entsprechend den Angaben Lessers sichtlich 
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: geringer als bei Frihjahrsfréschen. So sinkt in destilliertem 


Wasser der Ausgangswert nur auf 1,65°/,, in der Pufferlésung 
auf 1,16°/,. Bei den Kationen finden wir auch in diesem 
Versuch die uns aus den friheren geliufige Reihenfolge Na, 
K, Ca wieder; wiederum ist der Unterschied zwischen K und Na 
In gréBerem Abstande folgen Ammonium, Magnesium 
Unzweifelhaft itibt auch in diesem Versuch 


gering. 


und Barium. 


Calcium die am meisten férdernde Wirkung aus (0,86/,). 
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Versuch 4. 
23. II. 28, NaHCO, 0,5°/). 

Glyko- fa Aq. d.| NaCl} KCl |NH,Cl] MgCl, | BaCl, | CaCl, 
gen |°fort] Aq. d.} bie | + Bic.| + Bic. | + Bic. | + Bic.| + Bic. | + Bic. 
/, 1,80 | 1,65 | 1,15 | 1,03 | 1,00 |] 0,95 |] 0,91 | 0,93 | 0,85 

1,03 0,87 





























Zum SchluB sei ein Beispiel angefiihrt (Versuch 5), in 
dem ein Phosphatgemisch als Puffer benutzt wurde. Die p,, 
der zugesetzten Lésung betrug in diesem Versuch etwa 6,2. 
Urspriinglich waren 2,01°/, Glykogen vorhanden, Dieser Wert 
sank nach 4 Stunden bei der angegebenen Versuchstemperatur 
in dem GefiB ohne Zusatz auf 1,23°/, und in Wasser auf 1,26°/). 
Das Phosphatgemisch weist eine deutliche Hemmung gegen- 
iiber dem Wasserwert auf (1,47 gegeniiber 1,26). In K, Cl ist 
diese Hemmung eher geringer (1,38), noch kleiner in NH,. 
In weitem Abstand von den bisherigen Zahlen liegen die 
Werte der zweiwertigen Kationen. Am schwichsten ist hier 
die Ba-Wirkung (1,10) etwas starker jene des Mg (1,03), ganz 
iiberragend wieder die Ca-Wirkung (0,63 °/,). 


Versuch BD. 





18. IL. 23. Phosphatgemisch 
Gly- Sofort |,.0ume | Aqua | Aq. d.| KCl NH,Cl| MgCl, | BaCl, | CaCl, 
kogen Zusatz| dest. | +P] +P]+P]+P/]+P]+P 
%) | 2,01 | 1,23 | 1,26 | 1,47 | 1,38 | 1,32 | 1,03 | 1,10 | 0,63 
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Ich méchte mich im Rahmen dieser Arbeit auf die An. 
fihrung der eben besprochenen Versuche beschriinken und nur 
hervorheben, daB die erérterten Ergebnisse in zahlreichey 
weiteren Versuchen bestitigt werden konnten. 


Das Ergebnis der hier beschriebenen Versuche ist: Der 
fermentative Glykogenabbau im lebensfrischen Froschmuskelbre; 
zeigt wie bekannt mit zunehmender H-Ionenkonzentration eine 
steigende Hemmung. Durch Zusatz von verschiedenen Kationen 
wird diese Hemmung verringert, oder es tritt sogar eine Be. 
schleunigung ein. LHKinwertige Kationen sind schwicher wirk. 
sam als zweiwertige, die Reihenfolge ist Na, K, NH, bzw. 
Mg, Ba, Ca. Diese Kationenwirkung tritt um so deutlicher in 
die Erscheinung, je mehr man die p,, nach der sauren Seite 
verschiebt. 


D. 


In den bisherigen Abschnitten sind zwei im Kohlehydrat- 
stoffwechsel wichtige Fermentreaktionen und die weitgehende 
Beeinflussung, die der Ablauf einer jeden durch anorganische 
Kationen erfaihrt, dargestellt worden. Beim Ca insbesondere 
wurde festgestellt, daB sich sein Einflu8B auch auf die Bildung 
der Milchsiiure, des untersten im Wege der Spaltung entstehenden 
Abbauproduktes erstreckt. 


Es lag nun sehr nahe, die Frage anzugreifen, ob auch 
die weitere Phase im Abbau, die bekanntlich unter oxydativen 
Vorgiingen sich vollzieht, dem EinfluB der Elektrolyte speziell 
der Kationen unterworfen ist. Kine Wirkung der Elektrolyte 
auf diese Vorginge muBte um so mehr vorausgesetzt werden, 
als nach den Untersuchungen von Embden und mir die 
Atmung des Muskels in direkter Abhingigkeit steht von dem 
jeweiligen Quellungszustand des Sarkoplasmas, dieser Quellungs- 
zustand aber nach den klassischen Untersuchungen Hof- 
meisters maSgebend von den Ionen beeinfluBt wird. 

Der EinfluB der Elektrolyte auf die Muskelatmung wurde 
an einem umfangreichen Material untersucht. Teils benutzte 
ich zerschnittene Muskulatur, teils intakte Froschsartorien. 
Ks wirde zu weit fiihren, wollte ich auf die experimentellen 








Bo 
a 
ie 
ue 
ge 
oY, 


ae 


ib seria a apie aay hone Bhat LiKE 2 


a 
Best 
oa 
By 
ag 


Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfunktion. 147 


Ergebnisse hier naher eingehen. An dieser Stelle méchte ich 
an ganz wenigen Beispielen den KinfluB der bisher studierten 
Kationen darlegen. 

Methodik. 

Die Messung des Sauerstofiverbrauchs wurde in Bacroft- 
Apparaten ausgefiihrt. Die Technik war ganz die gleiche, wie sie be- 
reits von Embden und Lange gelegentlich ihrer Untersuchungen 
iiber den Ort der Muskelatmung niher beschrieben wurde. 

Zu den hier mitzuteilenden Versuchen sei bemerkt, dab 
die Zusiitze der verschiedenen Kationen entweder von vorn- 
herein erfolgten oder wihrend des Versuches durch Entleerung 
der an dem Atmungsgefi8 seitlich angebrachten Ausbuchtung 
in die am Boden befindliche Suspensionsfliissigkeiten. Weitere 
Kinzelheiten gehen aus den entsprechenden tabellarischen 
Ubersichten hervor. 


Versuchsergebnisse. 
Versuch 1 


sei als Beispiel fiir den EinfluB der Kationen auf den Sauer- 
stoffverbrauch mitgeteilt. Zum Vergleich wurde die Atmung 
des Muskelbreies in Wasser (destilliert) und in reiner Sauer- 
stoffatmosphiire untersucht. In diesen wie in den meisten 
anderen Versuchen waren alle Fliissigkeiten mit Sauerstoff 
vesiittigt; auBerdem enthielt der Gasraum des AtmungsgefaiBes 
Sauerstoff. In Versuch 1 geben die Stabe 1 und 2 Zeit und 
Versuchstemperatur an. In den iibrigen Staben ist der Sauer- 
stoffverbrauch pro g Muskulatur und Stunde in Kubikmilli- 
meter angegeben. 











Versuch 1. 
Froschmuskelbrei, mittelfein zerschnitten. 
15. XII. 22. Sauerstoffverbrauch pro g und Stunde in cmm. 
1 2 3 + 5 6 7 8 





art ny = . |Aqua]| ohne | NaCl} KCl | CaCl, |MgCl 
Periode/Temp.| Zeit | Min. dest. |Zusatz] m/10 | m/10 m/10 m/10 


1 117,40 |6%—65 30 | 90,4 | 141,6] 63,8 | 81,2 | 43,0 | 90,4 
2 | 17,40 |6%—72o 30 | 85,8 | 132,8| 66,0 | 42,4 | 21,4 | 85,6 
17,40 75-825] 60 | 81 | 127,1] 72,1 | 51,3 | 13,4 | 82,9 
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Betrachtet man den Sauerstoffverbrauch des unbeeinflubte, 
Muskelbreis (Stab 4), so sieht man, daB die Atmungsgrite 
wihrend der Versuchszeit von 67°—8** nur eine geringe, rund 
10°/, betragende Abnahme erfihrt. Wie Stab 3 ergibt, ist in 
destilliertem Wasser demgegeniiber bereits eine erhebliche 
Abnahme eingetreten. Vergleicht man mit diesen Grundwerten 
jene der Stiibe 5—8, so ersieht man, daB allein der Magnesium- 
wert mit dem Wasserwert identisch ist, (90), dann folgt der 
Kaliumwert (81), in groBem Abstande Natrium (64) und endlich 
Calcium (43). Wihrend nun beim Magnesium in den folgenden 
Perioden die Abnahme der Oxydationsgeschwindigkeit eine 
geringe ist, sinkt der Sauerstoffverbrauch beim Kalium und 
Calcium in raschem Tempo ab, worauf in der letzten Periode 
beim Kalium ein Wiederanstieg, beim Calcium aber eine weitere 
erhebliche Abnahme erfolgt. 

Der angefiihrte Versuch zeigt somit, daB die Oxydations- 
geschwindigkeit im lebensfrischen Froschmuskelbrei am stiirksten 
durch Ca, sehr wesentlich auch — vor allem nach einer 
gewissen Kinwirkungszeit — bei K_ herabgesetzt wird, ein 
Ergebnis, das im Einklang steht mit den Untersuchungen von 
O. Warburg iiber die Beeinflussung der Oxydationsgeschwindig- 
keit von Vogelerytrocyten durch Salze. 

Diese starke Hemmung durch Calcium wurde in einer 
gréBeren Reihe von Versuchen im besonderen studiert. Ich 
beschrianke mich darauf, ein derartiges Beispiel hier anzufihren: 


Versuch 2. 


Die EKinzelheiten sind aus der Tabelle ersichtlich. Die 
Ca-Wirkung wurde in einer Konzentrationsreihe von m/1 bis 
m/625 untersucht. Als Vergleich dient der Wasserwert Stab 3. 
Wie die Tabelle zeigt, weist er eine ganz ihnliche Hohe auf, 
wie im vorigen Versuchsbeispiel. Dagegen weichen alle Calcium- 
versuche von diesem Grundwert stark ab: m/1 fiihrt zu einem 
nahezu volligen Aufhéren der Atmung; die weiteren Ver- 
diinnungen bewirken eine geringere Hemmung, aber noch in 
der Konzentration m/125 ist die Hemmung stark ausgesprochen. 
Bei der 5fach gréBeren Verdiinnung m/625 dagegen tritt eine 
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deutliche Beschleunigung gegeniiber dem Wasserwert auf 
(104 gegeniiber 89). Die Befunde dieses Versuches bestitigten 
sich in zahlreichen anderen am Muskelbrei wie am intakten 
Muskel. Uberall setzte Ca die OxydationsgréBe herab. Am 
empfindlichsten erwies sich der Froschsartorius; hier setzte 
bereits eine geringe Veriinderung des Gleichgewichts Ca zu K 
gugunsten von Ca in den in der Ringerlésung befindlichen 
Konzentrationen die Atmung sichtlich herab. 


Versuch 2. 


23. III. 23. Sauerstoffverbrauch in emm pro g und Stunde. 





Te Zeit Aqua | CaCl, | CaCl, | CaCl, | CaCl, | CaCl, 
ee - dest. | m/625 | m/125 | m/25 m/5 m/1 














20—729 | 192 | 891 | 1041 | 67,8 | 34,8 | 21,0 | 6,6 











Die im 1. Versuch mitgeteilte Kaliumwirkung wurde eben- 
falls weiter verfolgt. Es ergab sich, daB der Einflu8 des KCl 
auf die Atmung abhingig war von der jeweiligen Reaktion 
und von der Kinwirkungsdauer. So zeigte sich, daB am gut 
ausgewaschenen ruhenden Froschsartorius Kalium zu _ einer 
extrem groBen und fliichtigen Atmungssteigerung fiihrt. 1m 
Anschlu8 daran fand sich immer dann eine weitgehende Herab- 
setaung des Sauerstoffverbrauchs, auch noch unter die Werte 
des ruhenden Kontrollmuskels. Beim ermiideten Muskel oder 
am Muskelbrei fiihrte dagegen Kalium sofort eine ausgesprochene 
Herabsetzung der AtmungsgréBe herbei. Ein geringes Uber- 
wiegen der Kaliumkonzentration iiber den Ca-Gehalt der 
Ringerlésung hatte bei ruhenden Froschsartorien ein Anwachsen 
der Oxydationsgeschwindigkeit zur Folge. 


E. 


Wir sahen, daB nach ihrer Einwirkung auf den Lact- 
acidogenstoffwechsel im lebensfrischen Froschmuskelbrei die 
Glieder der Kationenreihe sich in 2 Gruppen anordnen lassen: 
solche, die eine Verschiebung des Fermentgleichgewichtes nach 
der Seite der Synthese herbeifiihren und solche, welche diese 
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Kigenschaft nicht besitzen oder mehr oder weniger eine; 
gegensitzlichen Wirkung faihig sind. Zu der ersten Gruppe 
wiirde man Ca, Ba und Sr, zu der zweiten Na, K, NH und 
Mg zu rechnen haben, 

DaB diese Einteilung die Wirkungen der Kationen jedoch 
bei weitem nicht hinreichend charakterisiert, dafiir gewannen 
wir im Verlauf der Untersuchungen zahlreiche Anhaltspunkte: 

So ist die Wirkung des Ca bei verschiedenen Konzen- 
trationen eine in merkwiirdiger Weise wechselnde; stiirkste 
Begiinstigung der Synthese und hieran gemessen  villige 
Wirkungslosigkeit oder sogar schwach ausgeprigte entgegen. 
gesetzte Wirkung fanden wir wiederholt nur durch eine schmale 
Zone steigender oder fallender Konzentration voneinander 
getrennt. Andererseits zeigten Mg, K und auch Na besonders 
in héheren Konzentrationen deutlich eine spaltungshemmende 
oder sogar (K.) zur Synthese fiihrende Wirkung. 

Abgesehen von der Bedeutung der jeweiligen Konzen- 
tration der Ionen wurde besonders beim Kalium eine villige 
Abhangigkeit seiner Wirkung von der herrschenden Reaktion 
des Milieus festgestellt. 

Auf den Ejinflu8 des Glykogens, welches als Baumaterial 
fiir die Lactacidogensynthese in Betracht kommt, und auf die 
Bedeutung anderer kolloider Begleitstoffe fiir den Ablauf der 
Fermentreaktion wurde bereits hingewiesen. 

Bei der Untersuchung der Milchsiurebildung unter dem 
EinfluB verschiedener Kationen ergab sich, daB Ca in seiner 
Wirkung sich von anderen Kationen (Na, K und Mg) unter- 
scheidet: Unter der getroffenen Versuchsanordnung hemmen 
Calciumionen die Milchsiurebildung zum grofen Teil oder 
vollstindig. 

Eine Sonderstellung der Calciumionen vor den anderen 
Kationen machte sich ferner bei dem Studium des fermenta- 
tiven Glykogenabbaus geltend. Wihrend Na, K und Mg in 
einer gewissen Reihenfolge den Abbau hemmen oder bei einer 
bestimmten p,, eine mehr oder weniger groBe Beschleunigung 
hervorrufen, wurde beim Ca (und auch beim Ba) mebr 
eine Begiinstigung des Abbaus beobachtet. Es konnte fest- 
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gestellt werden, daB die beschleunigende Wirkung des Ca 
-um so schiarfer hervortritt, je weiter bei dem untersuchten 
j FermentprozeB die herrschende H-Jonenkonzentration sich 
' nach der sauren Seite verschiebt, was mit einem Anstieg der 
: freien Ca-lonen zusammenhingen kénnte (siehe Rona und 
4 Takahashi). 


Was endlich die oxydativen Fermentvorginge im gleichen 


; Substrat (lebensfrischer Froschmuskelbrei) betrifft, so lieBen 
' sich auch an diesem System gesetzmibige Wirkungen der 
' verschiedenen Kationen erkennen: vor allem pragte sich hier 
eine starke Hemmung des Sauerstoffverbrauchs durch die An- 
: wesenheit von Calciumionen aus; Kaliumchlorid zeigte ein 
q ganz verschiedenes Verhalten: im Beginn seiner Einwirkung 
eine oft sehr rasch voriibergehende Atmungssteigerung, nach 
lingerer EKinwirkung regelmiBig eine Atmungsminderung. 
' AuBerdem war die Wirkung dieses Salzes sehr abhingig von 
; der jeweiligen H-lonenkonzentration. 


Aus der Gesamtheit der mitgeteilten Tatsachen erhellt, 


daB der Ablauf der verschiedenen untersuchten Ferment- 
| yorginge weitgehend von der Gegenwart anorganischer Kationen 
| beeinfluBt wird. 


Auf die Frage nach dem zugrundeliegenden Mechanismus 


] laBt sich eine eindeutige Antwort erteilen: die jeweilige 
| Wirkung der Salze entspricht durchaus dem Grade 
ihrer Lyophilie. Es sind also in erster Linie Beeinflussungen 
des kolloiden Zustandes, sei es der Fermente selbst, sei es 
i ihrer Trigersubstanzen, anzunehmen, welche eine Férderung 
i oder Hemmung oder iiberhaupt die Richtung des biologischen 
_ Vorgangs bedingen. (Siehe die Ausfiihrungen von Embden 
| in den Naturwissenschaften S. 985, 1928). 


Was die Wirkung der Kationen speziell auf den Lact- 
acidogenstoffwechsel betrifft, so fihrte hier, ganz entsprechend 
den Befunden von Embden und Lehnartz bei Anionen, 
Kationen mit quellungsvermindernder Wirkung zu einer Hemmung 
der Lactacidogenspaltung bzw. an einem Aufbau von Lact- 
acidogen, Kationen mit quellungsbegiinstigender Wirkung zu 
einer Beschleunigung des Abbaus. Die Mehrphasigkeit der 
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Ca-Wirkung erinnert dabei direkt an die bekannten, yop 
Friedemann und Neisser, sowie von Bechhold zuerst be. 
schriebenen Erscheinungen der unregelmifBigen Reihe. Zu; 
Illustrierung dieser weitgehenden Analogie sei ein Beispiel einer 
solchen Reihe angefiihrt, welche von Buxton und Teague! 
bei der Koagulation eines Pt-Sols durch FeCl, beobachtet 
wurde: 
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Fig. 5. 
A—B bezeichnet in dem Bilde die untere Nichtfockungszone, B—C die untere Flockungs- 
zone, C—D die obere Nichtflockungszone und D—E die obere Flockungszone. (Konzen- 
tration von FeCl, von 0,02—667 Millimol i. L.) 


Von besonderer biologischer Bedeutung ist nun 
die Frage: besteht bei der gleichartigen Beeinflussung im 
kolloidchemischen Sinne unter den verschiedenen Ferment: 
vorgingen ein naher Zusammenhang? 

Nach den erhobenen Befunden ist die Wirkung der Kationen 
eine durchaus dem Grade ihrer Lyophilie entsprechende. So 
fanden wir als typische Calciumwirkung: 


eine Beschleunigung im Glykogen-Abbau, 
eine Begiinstigung im Lactacidogen-Aufbau, 
eine Hemmung der Milchsiurebildung, 

eine Hemmung der Oxydationen. 


Dem Glykogenabbau geht also ein Aufbau von 
Lactacidogen parallel; Glykogen wird abgebaut unter 
sofortigem Aufbau zu Hexosediphosphorsiure; dabei 
ist die Milchsiurebildung aus Glykogen in gréBerem 
Umfang verhindert. 


1) Zitiert nach H. Freundlich, Capillarchemie S. 588 (1922). 
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Im Gegensatz zur oben aufgestellten Reihe ist bei Kationen 
mit quellungsbegiinstigender Wirkung zu beobachten: 
eine Verzégerung im Glykogenabbau, 
eine Beschleunigung im Lactacidogenabbau, 
eine Steigerung der oxydativen Prozesse. 
Man kann diese Tatsachen im folgenden Schema zusammen- 
fassen: 
|. Dehydratation der Zellkolloide 
( Abnahme der freien H,PO, \ 
-_ Abnahme der Milchsiure / 
» Aufbau von Lactacidogen <— Abbau von Glykogen, 
ll. Hydratation der Zellkolloide 


Vermehrung der freien H,PO, 
Vermehrung der Milchsiure 


— Abbau von Lactacidogen — kein Glykogenabbau. 

Die verschiedenen Fermentprozesse im Kohlehydratstoff- 
wechsel sind, wie man sieht, ganz an einen bestimmten Zustand 
der Kolloide gebunden. Eine Verinderung dieses Kolloid- 
zustandes im Sinne der Quellung oder Entquellung legt den 
Ablauf des Kohlehydratstoffwechsels in der einen oder in der 
anderen Richtung fest. 

Schon in der vorangehenden Arbeit!) wurde darauf hin- 
gewiesen, dab die verminderte Milchséurebildung, wie sie unter 
Fluor beobachtet wurde, an pathologische Stoffwechselverhilt- 
nisse z. B. beim Diabetes mellitus erinnert. 

Nach dem obigen Schema wiirde die Grundlage 
der diabetischen Stoffwechselstérung eine weitgehende 
Dehydratation gewisser Zellkolloide sein, eine Ver- 
inderung, welche die verschiedenen am Kohlehydrat- 
stoffwechsel beteiligten Fermentprozesse vorzugs- 
weise in die oben beschriebene Richtung des be- 
schleunigten Glykogenabbaus, des vermehrten Lact- 
acidogenaufbaus, der verminderten Milchsaurebildung 
und vielleicht auch der verminderten Oxydationen 
lenkt. 








1) G. Embden, Abraham u. Lange Bad. 136, 8S. 308 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVII. 11 
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IV. Uber fermentative Lactacidogensynthese unter dem Einflug 
von Ionen. 


I. Mitteiluneg. 
Von 
Gustav Embden und Cliire Haymann. 


Mit 13 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1924.) 


In mehreren kiirzlich aus dem hiesigen Institut veréffent- 
lichten Arbeiten konnte gezeigt werden, daf der Ablauf des 
Lactacidogenstoffwechsels im lebensfrischen Froschmuskelbrei 
aufs starkste durch den Zusatz verschiedener anorganischer 
Salze beeinfluBt wird; sowohl Anionen wie Kationen erwiesen 
sich als wirksam. Ein Teil dieser lonen wie z. B. das Rhodan- 
ion, das Jodion und das Chlorion bewirkten, in Lésung ver- 
schiedener Konzentration dem Muskelbrei zugefiigt, eine stiirkere 
Abspaltung von Phosphorsiure aus dem Lactacidogen als sie 
bei Zusatz reinen Wassers zur Beobachtung gelangt, waihrend 
andere Ionen, von den Anionen namentlich das Fluorion und 
das Citration, von den Kationen in erster Linie das Calciumion 
sich gerade umgekehrt verhielten, d.h. die in reinem Wasser 
erfolgende Spaltung von Lactacidogen in Lactacidogen- 
synthese umwandelten, wobei natiirlich die Menge der Phos- 
phorsiure entsprechend abnahm. Bei Verwendung von Fluorid 
konnte fast die gesamte, urspriinglich vorhandene anorganische 
Phosphorsiure auf diese Weise zum Verschwinden gebracht 
werden. 
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Schon Embden und Lehnartz!) sprachen die Vermutung 


aus, daB die von ihnen gefundenen Jonenwirkungen auch am 


lebenden Muskel vorkommen, ja fir den Ablauf der Muskel- 
kontraktion entscheidende Bedeutung haben. Sie fuBbten hierbei 
einerseits auf der kiirzlich veréffentlichten Feststellung von 
Embden und Lange®, daB tatsichlich wihrend der Muskel- 
tiitigkeit Chlorionen in den Muskel eindringen und anderer- 
seits auf sehr viel friiheren Forschungsergebnissen von Carl 
Schwarz*), welcher zeigen konnte, daB der rohrzuckergelihmte 
Muskel durch die Natriumsalze bestimmter Siuren in seiner 
Funktion weitgehend wieder hergestellt werden kann, wihrend 
die Natriumsalze anderer Saéuren diese Restitutionsfihigkeit 
entweder gar nicht, oder nur in sehr geringem Grade besitzen. 
Es ergab sich hierbei, daB die Fahigkeit eines Natriumsalzes 
zur Wiederherstellung des in Rohrzuckerlésung gelahmten 
Muskels bestimmt wird durch die Stellung des Anions in der 
lyotropen Reihe derart, daf die am quellungsbegiinstigenden 
Knde gelegenen Anionen (Rhodan- und Jodion) die Wieder- 
herstellung am meisten erméglichen, wahrend die am anderen 
Ende gelegenen Anionen (Sulfat-, Tartrat- und Citration) ent- 
weder gar keine oder nur eine ganz voriibergehende Erholung 
des durch lingeren Aufenthalt in Rohrzuckerlésung unerregbar 
gewordenen Muskels zulassen. 

Die Tatsache, daB die Beeinflussung des Lactacidogen- 
stoffwechsels durch verschiedene Anionen ebenfalls von deren 
Stellung in der lyotropen Reihe abhingt, wobei — wie eben 
erwihnt — das Rhodanion und das Jodion einen starken 
Lactacidogenabbau bewirken, das Citration hingegen eine deut- 
liche Synthese dieser Substanz hervorrufen kann, wurde unmittel- 
bar mit friiher beobachteten chemischen und physikochemischen 
Vorgingen bei der Muskelkontraktion in Zusammenhang ge- 
bracht. Hierbei wurde die Vorstellung entwickelt, daB die 
unter der Kinwirkung der Erregung auftretende Durchlissig- 


1) G. Embden u. E. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, 8S. 273 (1924). 
®) G. Embden u. H. Lange, Festschrift fiir Albrecht Kossel, 
Diese Zs. Bd. 180, S. 350 (1928). 
3) Carl Schwarz, Pfliigers Archiv Bd. 117, S. 161 (1907). 
447 
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keitssteigerung gewisser Muskelfasergrenzschichten zu dem — 
chemisch festgestellten — LEintritt von Chlorionen in das 
Muskelinnere fiihren und da8 diese Chlorionen ihrerseits dey 
Lactacidogenstofiwechsel im Sinne der Spaltung beeinflussen, 
Die bei der Spaltung auftretenden Siuren (Phosphorsiiure und 
Milchsaéure) rufen nach diesen Vorstellungen verstirkte Durch- 
lassigkeitsteigerung hervor, die ihrerseits vermehrten Hintriti 
von Chlorionen und dadurch wieder gesteigerten Lactacidogen- 
zerfall bewirken. Wenn man annimmt, daB in der Siure. 
bildung die Ursache der Kontraktion gelegen ist, so bildet 
hiernach geradezu der Eintritt von Chlor- und vielleicht auch 
von anderen Jonen in das Muskelinnere ein notwendiges Glied 
in der Kette der zur Kontraktion fiihrenden Vorgiinge!): Auch 
der Wiederaufbau des Lactacidogens, der nach den Befunden 
von Embden und Lawaczeck?) in unmittelbarem Anschlui 
an die Muskelkontraktion, ja noch wahrend des Fortbestehens 
des Kontraktionszustandes erfolgen kann, wird von Embden 
und Lehnartz’) auf ionale Wirkungen zuriickgefiihrt, wobei 
von Anionen als Begiinstiger dieser Synthese trotz der geringen 
im Muskel vorhandenen Menge das Fluorion, von Kationen 
auf Grund der Untersuchungsergebnisse Langes*) in erster 
Linie das Calciumion in Betracht kommen. 

Nach den eben gemachten Ausfiihrungen wirken also die 
Ionen unmittelbar auf den Lactacidogenstoffwechsel ein, vielleicht 
derart, daB sie das Ferment des Lactacidogenstoffwechsels selbst 
oder gewisse dieses Ferment begleitende Kolloide®) veriandern. 

Von vornherein wire es freilich auch denkbar, daB die 
Ionen gar nicht am Ferment oder auch nur am Orte der 
Fermenttatigkeit selbst ihren Angriffspunkt hitten, sondern 
daB ihr Wirkungsmechanismus ein mehr indirekter wire. 


eS 


) Vgl. G. Embden, Naturwissenschaften 1923, S. 985; auch 
G.Embden u. H. Lange, Klin. Wochenschr. Bd. 3, S. 129 (1924). 

*) G. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 18! 
(1922). 

3) G. Embden u. E, Lehnartz, a.a. O., S. 274. 

*) H. Lange, Diese Zs. Bd. 137, 8. 105 (1924). 

5) Vel. G. Embden, Naturwissenschaften a. a. O. 
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Wenn wirklich der Angriffspunkt der Ionen am Fermente 
oder an dessen (wohl kolloiden) Begleitstoffen gelegen und 
nicht an die Intaktheit der Muskelstruktur gebunden war, so 
lag es nahe, zu versuchen, die gleichen Ionenwirkungen wie 
sie von Embden und Lehnartz am Muskelbrei beobachtet 
wurden, auch nach méglichst vollstindiger Zerstérung der 
Muskelstruktur zu erzielen. Wir haben daher untersucht, ob 
auch der aus lebensfrischem Muskelbrei gewonnene PreBsaft 
die eben genannten lonenwirkungen erkennen laBt, und die 
Ergebnisse eines Teiles dieser Versuche sollen im nachstehen- 
den geschildert werden. 


Methodik. 


Wir verwandten mit wenigen Ausnahmen, in denen wir Hunde 
benutzten, Kaninchen. In allen spiteren Versuchen wurden die Tiere, 
die bis dahin mit gemischtem Futter ernihrt worden waren, 3—4 Tage 
vor ihrer Tétung mit Hafer gefiittert, da wir den Eindruck gewannen, 
daB bei Verwendung derartig vorbehandelter Tiere die Versuchsbedin- 
gungen giinstigere wiren. Die Tiere wurden in einem méglichst kiihlen 
Raume durch Entbluten aus den FemoralgefiBen getétet und ihre 
Skelettmuskulatur nach oberfliichlicher Entfernung von Fett und Sehnen 
so rasch wie méglich mittels einer von auBen durch Kiiltemischung ge- 
kithlten Fleischhackmaschine zerkleinert. Der Muskelbrei wurde in 
einer ebenfalls andauernd gekiihlten Porzellanschale aufgefangen und 
in friiher geschilderter Weise!) nach dem bekannten Buchnerschen 
Prinzip in einer vorher gekihlten Porzellanreibschale mit Quarzsand 
und dann mit Kieselgur verrieben und durchgeknetet. Die Auspressung 
ceschah mittels der Buchnerschen Presse bis zu einem sich allméhlich 
auf 320 Atmosphiren steigernden Druck unter Verwendung der Organ- 
saftpresse nach H. H. Meyer. Der PreBsaft wurde in MeBzylindern 
aufgefangen, die von auBen mit Eis gekiihlt waren. Fast immer ge- 
niigten zwei Pressungen, um die Muskulatur eines Kaninchens zu ver- 
arbeiten. Von der Tétung des Tieres bis zur Beendigung der PreBsaft- 
gewinnung verging wenig mehr als eine halbe Stunde; médglichste Be- 
schleunigung ist fiir das Gelingen der Versuche von wesentlicher Be- 
deutung.”) Der gewonnene PreBsaft war mehr oder weniger rot gefirbt 
und (von einer in den verschiedenen Versuchen verschieden starken 
Opalescenz abgesehen) klar. Einer oder mehrere Ansitze dienten zur 





1 Embden, Griesbach u. Schmitz, Diese Zs. Bd. 92, 8.5 


(1914/15). 
*) Vgl. auch eine nachfolgende Arbeit von Abraham u. Kahn. 
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Bestimmung der sofort vorhandenen anorganischen Phosphorsiiure (A), 
Kine genau pipettierte PreBsaftmenge (meist 4 cem) wurde daftir mit je der 
gleichen Menge 4°/,iger Salzsiiure und Wasser versetzt und alsdany 
die Fiallung nach Schenck durch Zusatz wieder der gleichen Menge 
Quecksilberchloridlésung von 5 °/, vollendet. Die Fillung wurde in mit 
Schliffdeckeln verschlossenen hohen Glisern vorgenommen. In einem 
oder mehreren weiteren Versuchen blieb die gleiche PreBsaftmenge unter 
Zusatz von 4 ccm 2°/,iger Natriumbicarbonatlisung wihrend 2 Stunden 
bei 40—45° stehen, also unter Bedingungen, unter denen das gesamte 
Lactacidogen gespalten wird (B). Nach Ablauf der 2 Stunden wurde 
diese Flissigkeit mit 4 ccm 4°/,iger Salzsiure und 4 cem der oben ge- 
nannten Sublimatlisung gefillt. Auch in siimtlichen iibrigen Ansiitzen 
wurde der PreBsaft mit 4 ccm 2°/,iger Natriumbicarbonatlésung ver- 
diinnt, der in den einzelnen Versuchen verschiedene Salze zugefiigt 
waren. 

In der vorliegenden Arbeit werden wir uns fast ausschlieBlich mit 
den Ergebnissen beschiftigen, die wir beim Zusatz von Natriumfluorid- 
lésung zum PreBsaft gewannen. Der Zusatz dieses Salzes hatte sich 
nimlich gelegentlich der oben erwihnten Untersuchung von Embden 
und Lehnartz als das weitaus wirksamste Mittel zur Erzielung von 
Lactacidogensynthese im Muskelbrei erwiesen. Die Konzentration der 
zugesetzten Natriumfluoridlésung war in den verschiedenen Versuchen 
verschieden. In den spiteren Versuchen enthielt die Natriumbicarbonat- 
lésung auBer dem Salze aus weiter unten zu erérternden Griinden rege!- 
miBig einen Glykogengehalt von 0,4 °/,. Der mit dem gleichen Volumen 
Natriumbicarbonatlésung verdiinnte PreBsaft enthielt also stets 1 °/, 
Natriumbicarbonat und 0,2°/, Glykogen. Wir wandten verschiedene 
Versuchstemperaturen an, kamen aber bald zu dem Ergebnis, daB die 
Lactacidogensynthese am besten bei relativ niedrigen Temperaturen sich 
verfolgen 1aBt, und versenkten deswegen unsere VersuchsgefaBe in einen 
Behiilter, durch den Leitungswasser von 10—13° strémte. Ebenso war 
die Versuchszeit eine verschiedene, meist lag sie zwischen 1 und 4 Stunden. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Versuch durch Fiallung mit Salz- 
siure und Sublimat unterbrochen. Die Fliissigkeit wurde unmittelbar 
nach der Fiallung und auch im Verlauf der niichsten Stunden noch 
mehrere Male umgeriihrt und simtliche Einzelversuche tiber Nacht bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Sie wurden am niachsten Morgen 
durch trockene Filter filtriert und gemessene aliquote Teile des Filtrats, 
meist 4. ccm, entsprechend 1 cem des urspriinglichen PreBsaftes, in der 
éfters geschilderten Weise zur gravimetrischen Bestimmung der an- 
organischen Phosphorsiiure verwendet, wobei die Phosphorsiure als 
Strychnin-Phosphor-Molybdat zur Wagung gelangte.’) 





1) G. Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 188 (1921). 
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Versuchsergebnisse. 
I. 


Schon in unseren ersten Versuchen iiberzeugten wir uns, 
da8 Fluorid auch im MuskelpreBsait in hohem MaBe die Fahig- 
keit besitzt, anorganische Phosphorsiure zum Verschwinden 
zu bringen. 

Versuch 1. 

Auger dem sofort vorhandenen (A) wurde hier wie iiberall 
der Phosphorsiuregehalt nach 2 stiindigem Stehen des Preb- 
saftes bei 45° unter Zusatz der gleichen Menge 2°/, iger Natrium- 
hicarbonatlésung ermittelt (B); in zwei weiteren Versuchen 
wurde der PreBsaft mit dem iii iat alae aac ee 
sleichen Volumen Kochsalz- 
lisung von 4,75°/,, welche 
2°/, Natriumbicarbonat ent- 
hielt, versetzt. SchlieBlich 
wurden 2 Versuche unter Zu- 
satz des gleichen Volumens 
Natriumfluoridlésung von 
3,4°/, (ebenfalls mit einem 
Gehalt von 2°/, Natrium- 
bicarbonat) ausgefiihrt. Die 
genannten Konzentrationen °%* %* cs58 aR alsa O76 


Saolzlosungen mit Zusatrz 
von 2% NaHCo, 











Versuchstemperatur 
11,5° 


Versuchsdauer 
lu + Sta. 





; : A 8B NaC? 475% Nak 34% 
der Chlorid- und Fluorid- ae . a 
lisungen sind etwa 5 fach = i 
isotonisch. Der mit dieser Fig. 1. 


Kochsalz- oder Fluoridlésung 

versetzte PreBsaft blieb in einem Wasserbad von 11,5° stehen. 
Die Versuche wurden nach 1 und 4 Stunden unterbrochen. 
Das Ergebnis ist in Fig. 1 graphisch dargestellt. Man sieht, 
daB der Phosphorsiuregehalt von einem Anfangswert (A), der 
annihernd 0,28 °/, 1) betragt, unter den zu vollstandiger Lactaci- 
dogenspaltung fiihrenden Bedingungen (B) auf 0,42°/, ansteigt. 
Zusatz von bicarbonathaltiger Kochsalzlésung bewirkt nach 


') Die am FuBe der einzelnen Stiibe stehenden Zahlen geben die 
Phosphorsiure als H,PO, in Prozenten des unverdiinnten PreBsaftes an. 
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1 Stunde einen Anstieg der Phosphorsiure auf 0,338°/, und 
nach 4 Stunden auf 0,355 °/,; in Natriumfluoridlésung hingegen 
ist die zu Versuchsbeginn vorhandene Phosphorsiuremenge 
von 0,28°/, nach Ablauf 1 Stunde auf 0,192°/, abgesunken 
und nach 4 Stunden ist der Phosphorsiuregehalt noch weiter 
vermindert: 0,176 °/,. 

Ganz ihnlich verlief 


Versuch 2, 


der in allen Ejinzelheiten seiner Anordnung dem Versuch 1 
entsprach, nur war die Konzentration der zugesetzten Natrium- 
chlorid- und Natriumfluoridlésungen auf die Halfte vermindert 


Versuch 2 (Protokoll N°4) 20-vi.22. 





mm «2s 2 a fach isotonische Lasungen +2%Na HCo; 
versuchsdauer lu. 45td Versuchstemp.11,5% 
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0293 0433 0355 0383 0,342 0368 0184 0,171 
A B Na HCo, 2% Na Ce NaF 


in 4n 1h “an in 4h 


Fig. 2. 





nicht die des Bicarbonats). Ferner wurde noch ein Einzel- 
versuch unter Anwendung einfacher wiBriger Natriumbicarbonat- 
lésung von 2°/, bei Wasserleitungstemperatur angestellt. Der 
in Fig. 2 wiedergegebene Versuch ergibt, daB in waBriger Bi- 
carbonatlésung und in bicarbonathaltiger Natriumchloridlésung 
eine betriachtliche Phosphorsiureabspaltung erfolgt. Sie ist in 
der starken Natriumchloridlésung etwas geringer als in der 
waiBrigen Bicarbonatlésung. In beiden Fallen ist die Ab- 
spaltung nach 4 Stunden erheblicher als nach 1 Stunde. Ganz 
anders ist das Ergebnis der unter Fluoridzusatz ausgefiihrten 
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Versuche, in denen ein grofer Teil der von vornherein vor- 
handenen Phosphorsaiure verschwunden ist. Dies Verschwinden 
ist nach 4 Stunden noch ausgesprochener als nach 1 Stunde. 
Nach 4 Stunden ist in einfacher Natriumbicarbonatlésung - 
_ Phosphorsiuregehalt von einem Anfangswert von 0,293 °/, (4 
auf 0,883 °/, angestiegen, in Fluoridlésung vom gleichen st 
-carbonatgehalt hingegen aut 0,171 °/, abgesunken. 

Wenn in den eben geschilderten Versuchen das Ver- 
schwinden von anorganischer Phosphorsiure wirklich durch 
Synthese zu Lactacidogen bedingt war, so mufte das hierfiir 


Versuch 3 (Protokal! N° 10) 
eater it 7. Xi. 22. Versuch 4. (Protokoli N°37) 
28 X1. 23. 







Versuchsdauer 2 Std 
femperetur 10° 
Versuchsdauet 





4 Std. 
Kaninchen 
Prefsaft 
Versuchs - 
Temperatur 
Joe , 


Kaninchen- 
Prefsatt 











WL 
313 0,494 0.399 0063 0,310 0,033 
A B NaHCo, NaF isot. A NaF™5 
2% +2%NaHCc, *2% NaHCo, 
04% Clykogen +0,4% Glykogen 
Fig. 3. Fig. 4. 


erforderliche Kohlehydrat von vornherein im PreBsaft vorhanden 
gewesen sein, und es lag nunmehr nahe, zu versuchen, ob die 
unter der Fluorideinwirkung erfolgende Phosphorsiureabnahme 
durch Zusatz geeigneter Kohlehydrate verstarkt werden kénnte. 
Hinige derartige Versuche sind in den Figg. 3 und 4 dargestellt. 
In 
Versuch 3 
enthielt die Fluoridlésung, die in isotonischer Konzentration 
(0,68 °/,) zur Anwendung gelangte, auBer Natriumbicarbonat in 
der bisher verwandten Konzentration auch 0,4°/, Glykogen. 
Der Phosphorsiuregehalt sinkt unter diesen Umstiinden auf 
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wenig mehr als 0,06°/,, also noch weit stiirker als in den his. 
herigen Versuchen. 


In 
Versuch 4, 


der ganz ihnlich angestellt wurde, nur mit dem Unterschiede, 
daB die Konzentration der zugesetzten Fluoridlésung etwas 
stiirker war (m/5 = n. 0,84°/,), ist bei einem anfinglichen Phos. 
phorsiuregehalt von 0,310°/, zum SchluB nur noch eine Phos. 
phorsiuremenge von 0,03°/, vorhanden. Natiirlich sind die 
Fehlergrenzen der Bestimmung bei so kleinem Phosphorsiiure. 
gehalt erheblich betriichtlicher als bei gréBerem. Ahniliche 
Versuchsergebnisse, die nicht niher geschildert sind, wurde 
noch éfter gewonnen. 

In noch iiberzeugenderer Weise als aus den zuletzt ge- 
schilderten Versuchen geht aus einigen weiteren hervor, dat 
wirklich gerade der Zusatz von Glykogen das unter der Ein- 
wirkung von Fluorid erfolgende Verschwinden der anorganische: 
Phosphorsiure verstirkt. 

In Fig. 5, 

Versuch 5, 
sieht man, da bei 2 stiindiger Versuchsdauer und einer Ver- 
suchstemperatur von 11°, unter Zusatz des gleichen Volumen: 
2 °/,iger Natriumbicarbonatlésung, der Phosphorsiuregehalt von 


Versuch 5.(Protokol! N°7) 27 xi 22 





Versuchstemperatur 11° 
dauer 2 Std. 


Na F-losung 068% 
Mit 2% Na Ho, 





WWW 








0.305 0425 0.358 0,174 0,062 O217 
A = Na HCo, NaF NaF NaF 
2% +0,4% *0.4% 


Glykogen Traubenzucker 


Fig. 5. 
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bis. : 0,305 °/, auf 0,358 °/, angestiegen ist. Isotonische Natrium- 
 quoridlésung mit gleichem Natriumbicarbonatzusatz aber ohne 
Glykogen verwandelt diesen Anstieg der Phosphorsdure in ein 
" Absinken auf 0,174°/,. Enthalt die Fluoridlésung 0,4 °/, 
ede, A Glykogen, so verschwindet eine weit gréBere Phosphorsiuremenge 
ins . (Endgehalt 0,062 °/,); Traubenzucker, der ebenfalls in einer 
0 BF Konzentration von 0,4°/, der gleichen Fluoridlésung zugesetzt 


a 


Fe ; ie i ' 

10 BR wurde, fihrt nicht zu einer Verstiirkung, sondern in diesem 
die ' Falle zu einer gewissen Abschwachung der in reiner Fluorid- 
ure. 





- lisung erfolgenden synthetischen Umwandlung der Phosphorsiiure. 























che i Von der Verstiirkung der unter Fluorideinwirkung er- 
den - folgenden Synthese durch Glykogen haben wir uns ebenso wie 
s yon ihrem Ausbleiben bei Traubenzuckerzusatz noch mehrtach 
8° BF iiberzeugt. So in 
lab Versuch 6 (Fig. 6), 
lt: & wo ohne Kohlehydratzusatz wihrend 2 stiindiger Versuchsdauer 
let & die dem PreBsaft zugesetzte 0,68 °/,ige (isotonische) Natrium- 
4 
2 Versuch 6.(Protokoll N°9) 25.ix 22 
Versuchstemperatur 10° 
dauer 2 Std. 
er: 
ans 
Na F-ldsung 068% 
] 
0,361 0.428 0,293 0.065 0,280 
A NaHCo, NaF Na F NaF 
2% +0,4% *0 4% 
Glykogen Traubenzucker 
a Fig. 6. 


: fluoridlésung bei einer Versuchstemperatur von 10° ein Ab- 
| sinken des A-Wertes von 0,36°/, auf 0,29°/, bewirkte. Hin 
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Versuch mit gleichzeitigem Zusatz von 0,4°/, Glykogen fiihit 4 
zu einer weit stirkeren Verminderung der anorganischen Phos § > 
phorsiure auf etwa 0,06 °/,, wihrend Traubenzuckerzusatz de, F 
Phosphorsiuregehalt des PreBsaftes nur auf 0,28°/, absinke, | 
lieB, einen Wert, der dem im Fluoridversuch ohne Kohlehydrat. 
zusatz beobachteten sehr ahnlich ist. 
In 

Versuch 7, 
in dem ebenfalls Na-Fluorid in 0,68°/,iger Lésung zugesetz 
wurde und iiberall Natriumbicarbonat in gleicher Konzentratio; 
wie in den fritheren Versuchen zur Anwendung gelangte, betrug 


Versuch7 (Protokoll N°17) 13.11.23. 


Versuchstemperatur 10° 
p 
davuver 2 Std 


Na F-Losung 068% 
mit 2% Na HCo, 








0,222 Q016 0.235 0224 
NaF Na F NaF NaF 
+04 % +0,4 % +0,4 “eo 


Glykogen Treubenzucker Maltose 


Fig. 7. 


der A-Wert 0,29°/,; 2stiindiger Aufenthalt in Fluoridlésung 
ohne Glykogenzusatz bewirkte einen Abfall der Phosphorsiiure- 
menge auf 0,22°,, wihrend die gleich konzentrierte Fluorid- 
lésung bei gleichzeitigem Gehalt von 0,4°/, Glykogen die 
Phosphorsiiure zum fast vélligen Verschwinden brachte. Der 
hier ermittelte Wert von 0,016°/, ist so gering, daB er aut 
gréBere Genauigkeit sicher keinen Anspruch machen kann. 
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: Traubenzucker- und Maltosezusatz verstirkten auch hier die 
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4 synthetische Umwandlung der Phosphorsiure im Gegensatz 


Das soeben beschriebene verschiedene Verhalten von 


a Traubenzucker und Glykogen erinnert an friihere Versuchs- 


ergebnisse Laquers?), der fand, daB frischer Froschmuskelbrei 
bei 45° wohl noch aus Glykogen und Hexosediphosphorsiiure, 


- nicht aber aus Traubenzucker und Fruchtzucker Milchsidure 


bildet. Wenn Laquer aus den von ihm beobachteten Tat- 
sachen den Schlu8B zog, da& der Traubenzucker erst iiber eine 
yon ihm als ,,Zwischenkohlehydrat* bezeichnete Form in Lacta- 


| cidogen tibergeht, welche leichter aus Glykogen als aus Trauben- 


_ mcker gebildet wird, so liefern unsere Befunde insofern eine 
‘ Bestitigung seiner Annahme, als hier gerade die ,,synthetische 
q Phase* des Zuckerabbaus, d.h. die Lactacidogenbildung durch 
: Glykogen maximal gesteigert, durch Traubenzucker iiberhaupt 
‘ nicht beeinfluBt werden konnte. 


In den bisher beschriebenen Versuchen gelangte das 


_ Fluorid in sehr verschieden starken Konzentrationen zur Ver- 
' wendung; denn der Gehalt der zu gleichen Teilen dem PreB- 
; saft zugesetzten Lésung schwankte zwischen 3,4°/, (5 fach iso- 
' tonisch) und 0,68°/, (isotonisch). In weiteren Versuchen wurde 


: bei gleichbleibendem Bicarbonat- und Glykogengehalt (auch 
hier wieder 2°), und 0,4°/,) die Kinwirkung verschieden starker 
' Fluoridlésungen auf den Lactacidogenstoffwechsel untersucht. 


In 
Versuch 8, 


‘ der am PreBsaft aus Hundemuskulatur vorgenommen wurde, 
' fihrte bei 3stiindiger Versuchsdauer und einer Versuchs- 
‘ temperatur von 10,5° m/5 (= 0,84°/,) Na-Fluoridlésung zu 
_ einem Absinken des A-Wertes von etwas iiber 0,18°/, auf 
_ 0,085 °/,; m/15-Fluoridlésung ist ebenso wirksam (0,086°/, H,PO,); 
_ bei Verwendung von m/45 Lisung ist die synthetische Wirkung 


| des Fluorids schon deutlich abgeschwicht (0,112°/.). Ein 


ganz ahnlicher Wert wird unter der Kinwirkung von m/135-NaF 


—. 


) Laquer, Diese Zs. Bd. 116, S. 169 (1921). 
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beobachtet: 0,114°/,, wahrend weitere Verdiinnung auf m/405 
(= 0,01°/, NaF) tiberhaupt kein Verschwinden von Phosphor. 
siure (allerdings auch keine Abspaltung) erkennen 1laBt. 


Versuch 8 (Protokoll N°19m) 13.1v. 23. 





Versuchstemperatur 105° 
daver & SS 


~<a ldsungen mit Zusatz von 
% Na Ho, u.04%% Glykogen 











0085 O08 O12 0114 07186 
Na mr ite) to. “Vio: "S405 
2° NaF 
Fig. 8. 
Versuch 9 


wurde am KaninchenmuskelpreBsaft vorgenommen. Auch hier 
enthielt die Fluoridlésung iiberall 0,4°/, Glykogen und 2°. 
Natriumbicarbonat. Die Konzentrationsreihe mit dem Quo- 


Versuch 9 (Protokoll N° 22) 8 Vv 23 





Versuchsdauer 2 Std. Versuchstemp. 13° 


bie Na-F-lésungen mit Zusatz von 
2% Na Hlo, uv. 04% Glykogen 











0,402 0,088 0062 0077 0072 0061 0048 0039 0045 
Ee 4 i Tn ie Ss, Rt él 
Na HCo,; id cs 
NaF. 








0.4% Glykogen 


Fig. 9. 


tienten 2 umfaBt hier nur den Bereich von m/1 bis m/64. 
Die geringste Synthese (Absinken auf etwas weniger als 0 09°), 
wurde bei Verwendung von m/1-Liésung beobachtet, rechnerisch 
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die starkste bei m/32, doch sind die Unterschiede in den er- 
a P haltenen Pisaieneneneaii gegeniiber den mit den benach- 
harten Konzentrationen gewonnenen wohl innerhalb der Fehler- 
q srenze der Bestimmung gelegen, und die geringste angewandte 
: Fluoridkonzentration liegt jedenfalls noch ganz in der Nahe 
' des Optimums fiir die Synthese. 


Das ist anders in 
Versuch 10. 


' Dieser Versuch wurde mit HundemuskelpreBsaft vorgenommen. 
Von einem A-Wert von 0,14°/, sinkt der Phosphorsiure- 
_ gehalt bei Verwendung von m/5-, m/20- und m/80-Fluorid- 
 lisung auf fast die gleichen Werte (0,059°/,, 0,057°/,) ab. 


Versuch 10 (Protokoll N°261)- 14.VI.23. 





Versuchstemperatur 13° 
dauer 2 Std. 


Die NaF -Losungen mit Zusatz von 
2% Na HCo, u. 04% Glykogen 
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0205 0059 0057 Q057 0063 0114 0144 0165 
NaHCo, V5 20 "Y80 "Y160 "1320 "Yow /1280 


si NaF 
Fig. 10, 





Auch bei Zusatz von m/160-NaF verschwindet nahezu dieselbe 
_ Phosphorsiuremenge (Endwert 0,063°/,). m/320-Fluorid- 
_ lisung bewirkt noch deutliche Synthese (0,114°/,), wihrend 
' m/640 noch gerade imstande ist, die Abspaltung von Phos- 
| phorsiure aus dem Lactacidogen vollkommen zu verhindern, 
die bei m/1280 schon deutlich ist. (Anstieg von 0,141°/, 
; aut 0,165°/,). 


Man sieht also, daB schon recht geringe Fluoridkonzen- 


trationen zur Lactacidogensythese im MuskelpreBsaft geniigen 
und aus Versuch 9 geht hervor, daB das Optimum der Synthese 
» keineswegs bei der starksten Fluoridkonzentration zu liegen 


braucht. 
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Schon gelegentlich der von Embden und Lehnartz ap 
Muskelbrei vorgenommenen Untersuchungen wurde festgestellt, 
da8 wenigstens bei Anwendung niedriger Versuchstemperaturey 
die Lactacidogensynthese unter Fluorideinwirkung wihrend 
einer Reihe von Stunden fortschreitet. DaB die Verhiltnisse 
am Prefsaft ihnlich liegen, geht aus mehreren nunmehr 2, 
besprechenden Versuchen hervor. 


Versuch 11 


wurde am gleichen PreBsaft vorgenommen, wie Versuch 8. Hier 
wurde eine gréBere PreBsaftmenge mit dem gleichen Volumen 
einer Na-Fluoridlésung von 0,68°/,, welche wiederum 0,4°. 


Versuch 11 (Protokol! N° 19113. Iv. 23 





Zeitversuch mit 
Na F*0.4 % Glykogen + 2% Na HCO; 
im Prepsatt.(Hund) 


Versuchstemperatur 105° 





0.191 O177 0152 O147 0136 OB OND O090 008+ 
sofort 3° Tres wo 6 6 6" 120° 


Fig. 11. 


Glykogen und 2°/, Natriumbicarbonat enthielt, versetzt. Un- 
mittelbar nach dem Zusatz der Fluoridlésung wurden 8 ccm 
der Fliissigkeit, entsprechend 4 ccm des urspriinglichen Pret- 
saftes, entnommen und mit je 4 ccm Salzsiure und Queck- 
silberchloridlésung gefillt. Der Versuch wurde bei einer 
Wasserbadtemperatur von 10,5° vorgenommen, doch ist es 
méglich, daB zu Beginn des Versuchs die PreBsafttemperatur 
von der des Wasserbades nicht unerheblich abwich. Weitere 
Probeentnahmen erfolgten zu verschiedenen Zeiten: die erste 
nach 3 Minuten, die letzte nach 120 Minuten. Schon nach 
3 Minuten ist der Phosphorsiuregehalt nicht unerheblich ab- 
gesunken (von 0,191°/, auf 0,177°/,) und dieses Absinken 
schreitet dauernd fort, nur zwischen dem Phosphorsiiuregebalt 
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der nach 48 Minuten und der nach 60 Minuten entnommenen 
Bestimmung ist kein deutlicher Unterschied vorhanden (0,118 °/, 
und 0,119°/,). Nach 120 Minuten, am SchluB des Versuchs, 
ist der niedrigste Wert mit 0,084°/, erreicht. 

Die Versuche 12 und 13, deren Ausfiihrung wir Frl. Zimmer- 
mann verdanken, wurden iiber einen noch lingeren Zeitraum 
ausgedehnt. In diesen beiden Versuchen kam m/5 = 0,84°/, 
Na-Fluoridlésung, welche wiederum 2°/, Natriumbicarbonat 
und 0,4°/, Glykogen enthielt, zur Verwendung. Hier wurde 
auBer der A- und £-Bestimmung auch eine solche unter 
Zusatz von 2°/,iger Natriumbicarbonatlésung, welche 0,4°/, 
Glykogen enthielt, ausgefiihrt. Man sieht, daB unter diesen 
Umstinden in 


Versuch 12 


nach einem 2stiindigen Aufenthalt bei einer Versuchstemperatur 
von 11°/, auch ohne Fluoridzusatz eine geringe Abnahme der 
anorganischen Phosphorsiure (von 0,242°/, auf 0,206°/,) ein- 


Versuch 12 (Protokoll N935) 12.x1.23 











Kaninchen Prefisaft 
Versuchstemperatur 17° 


e+ "5 NaF +2%NaHCo,*0%% Glykogen + 


0.242 0389 0,206 0.162 014% 0124 009% 0083 0057 0091 


> 


B 2%NaHCo,; 
+ 04% Glykogen 
2 Sta. 


70’ 20’ 40' 80’ 160’ 320' 640! 





Fig. 12. 


getreten ist. Die Erklirung hierfiir diirfte vielleicht in den 
Ergebnissen einer auf diese folgenden Arbeit von Haymann, 
Lange und Zimmermann zu suchen sein. Die unter Fluorid 
eintretende Lactacidogensynthese ist schon nach 10 Minuten 
recht betrachtlich (Absinken von 0,24°/, auf 0,16°/,). Sie hat 
ihr Maximum erst nach 320 Minuten erreicht (0,057°/,). Nach 


‘loppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXX XVII. 12 
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640 Minuten ist ein deutlicher Wiederanstieg der anorganiscliey 


Phosphorsiure (auf etwa 0,09°/,) erfolgt. 
Ganz ahnlich ist der Verlauf von 


Versuch 13. 


Auch hier findet beim 2stiindigem Stehen von PreBsaft mi 
glykogenhaltiger Natriumbicarbonatlésung eine sehr deutliche 
Lactacidogensynthese statt. (Absinken von 0,271°/, auf 0 225° .. 
Unter Fluoridzusatz ist aber bereits nach 10 Minuten ein weit 
stirkeres Absinken der Phosphorsiure (auf 0,164°/,) eingetreten. 


Versuch 13 (Protokol!l N° 36) 17. xi.23. 





Kaninchen -Prepsaft 
Versuchstemperatur 11” 


k- + "YS NaF +2% NaHCo, *04%GClykogen — 





WR 








90,422 0,225 0,164 0119 0081 0043 0030 0033 0036 0,059 
B *2%NaHCo, 10 20 40 80 160 320 430 640 
* 04% Glykogen Minuten 
2 Std. 
Fig. 13. 


Das Maximum der Synthese ist nach 160 Minuten erreicht, 
wo nur noch der sehr geringe Phosphorsiuregehalt von 0,03° , 
vorhanden ist; doch steigt dieser Wert auch nach 320 Minuten 
(0,033 °/,) und nach 430 Minuten (0,036°/,) héchstens ganz wenig 
an. (Die Unterschiede in den Analysenwerten liegen an sich kaum 
auBerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode.) Nacl 
640 Minuten ist der Wiederanstieg des Phosphorsiiuregehalts 
aber ganz deutlich (0,059°/,). 


Il. 


Wir haben im Vorhergehenden wiederholt das unter der 
Einwirkung von Fluorid beobachtete Verschwinden von at- 
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organischer Phosphorsiure ohne weiteres als Ausdruck einer 
eingetretenen Synthese von Lactacidogen bezeichnet. DaB es 
sich wirklich um eine solche handelt, wird zwar schon durch 
den Umstand in hohem Mafe wahrscheinlich, daB die Phosphor- 
siureabnahme durch Zusatz von Glykogen zu der Versuchs- 
liissigkeit in auBerordentlich hohem Mafe gesteigert wird. 
Den endgiltigen Beweis fiir die Richtigkeit unserer Vorstellung, 
dab aus der verschwundenen Phosphorsiiure wirklich Lactacidogen 
gebildet wird, konnten wir aber durch Isolierung seiner charak- 
teristischen Osazonverbindung erbringen. Wir wollen unsere 
anfiinglichen Versuche auf diesem Gebiete, obwohl auch sie 
durchaus zu positiven Ergebnissen fiihrten, aufer acht lassen 
und nur eine Versuchsanordnung schildern, die besonders ein- 
fach und besonders beweisend ist. 

Wenn man das Schenckfiltrat aus dem sofort gefillten 
PreBsaft (der A-Bestimmung) und jenes, das nach 2stiindigem 
Stehen unter Bicarbonatzusatz bei 45° gewonnen wurde, nach 
Entquecksilberung mit gasférmigem Schwefelwasserstoff und 
Entfernung des letzteren durch einen Luftstrom bis zum Ver- 
schwinden der Bliuung von Kongopapier mit starker Natron- 
lauge neutralisiert, wobei eine nur unerhebliche Verdiinnung 
stattfindet, und alsdann Na-Acetat und soviel Phenylhydrazin- 
chlorhydrat hinzufiigt, daB in 20 ccm der Fliissigkeit, ent- 
sprechend etwas weniger als 5 ccm urspriinglichen PreBsaftes 
1,5 g dieser Substanz gelést sind, nunmehr filtriert und im 
Wasserbade von 70° wahrend 3/, Stunde erwarmt, so tritt zwar 
in beiden Fliissigkeiten Gelbfarbung auf, und in der Fliissig- 
keit 4 kann es wohl auch einige Zeit nach dem Abkihlen zur 
Abscheidung einer ganz geringen Menge einer teilweise krystalli- 
nischen gelbgefirbten Substanz kommen. In der B-Fliissig- 
keit kommt es dagegen unter den gleichen Verdiinnungs- 
verhiiltnissen iiberhaupt zu keiner irgend in Betracht kommenden 
Abscheidung. 

Ganz anders verhilt sich ein in genau gleicher Weise 
verarbeitetes Schenckfiltrat, das aus einem PreBsaft gewonnen 
wurde, der unter den oben geschilderten Bedingungen mit 
Bicarbonat, Glykogen und Na-Fluorid wahrend einiger Stunden 

12* 
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bei der Temperatur der Wasserleitung stehen blieb. Hier 
erhalt man unmittelbar aus dem auf mehr als das Vierfache 
des PreBsaftes verdiinnten Filtrate bei der eben geschildertey 
Behandlung mit Phenylhydrazin eine schén krystallisierte 
Osazonverbindung, die nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol und Chloroform durch Schmelzpunkts- und 
Phosphorbestimmung sich mit der aus Lactacidogen (und schon 
friiher von v. Lebede w') aus Hexosediphosphorsiure) gewonnenen 
Osazonverbindung identifizieren ]aBt. 


Versuch 14. 
(Protokoll Nr. 30. 17. IX. 23.) 

190 ccm PreBsaft aus Kaninchenmuskulatur wurden mit 
der gleichen Menge m/5-Natriumfluoridliésung versetzt, welcher 
0,4°/, Glykogen und 2°/, Natriumbicarbonat zugefiigt war. Die 
Fliissigkeit blieb 2 Stunden bei 13° stehen und wurde alsdann 
mit je 190 ccm 4°/,iger Salzsiure und 5°/,iger Quecksilber- 
chloridlésung gefallt. Am nachsten Morgen wurde abgesaugt, 
mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert und der Schwefelwasser- 
stoff durch einen Luftstrom entfernt. In 4 ccm des Schenck- 
filtrates wurde die anorganische Phosphorsiure in iblicher 
Weise bestimmt; sie ergab sich zu 0,134°/, des PreBsattes, 
wihrend zu Beginn des Versuches 0,494°/, gefunden waren. 
2 stiindiges Stehen eines weiteren PreBsattanteils unter Zusatz 
von Natriumbicarbonat bei 45° fiihrte kaum zu einer Ver- 
mehrung der anorganischen Phosphorsiaure (Anstieg auf 0,508° ,), 
d.h. es war in diesem Falle urspriinglich nur eine ganz gering- 
fiigige Lactacidogenphosphorsiuremenge vorhanden. Die Menge 
der anorganischen Phosphorsaure war unter der Einwirkung der 
Natriumfluoridglykogenlésung also von etwa 0,49°/, auf etwa 
0,13°/, abgesunken und dementsprechend 0,36°/, Phosphor- 
Siure in organische Bindung iibergegangen. Eine Vorprobe 
mit 20 ccm des quecksilber- und schwefelwasserstofffreien 
Schenckfiltrates wurde mit Natronlauge versetzt, bis Kongo- 
papier gerade nicht mehr gebliut wurde und alsdann noch 





1) v. Lebedew, Biochem. Zs. Bd. 20, S. 114 (1909). 
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etwas Na-Acetat in Substanz hinzugefiigt. Zu der auch jetzt 
nur wenig mehr als 20 ccm betragenden Fliissigkeitsmenge 
wurden 1,5 g salzsaures Phenylhydrazin hinzugefiigt und die 
Flissigkeit im Reagensglase waihrend 1/, Stunde im Wasserbad 
auf 70° erwirmt. Noch wiahrend des allmahlichen Abkiihlens 
der Fliissigkeit im Wasserbade wurde sie mit einigen Krystallen 
der zu erwartenden Substanz geimpft. Es schied sich ein 
schén krystallisierter, intensiv gelb gefarbter Koérper in nicht 
unerheblicher Menge aus. Nunmehr wurden die restlichen 
560 com Schenckfiltrat in gleicher Weise mit Natronlauge bis 
zum Verschwinden der Bliuung von Kongopapier versetzt und 
nach Zusatz einer nicht gewogenen Menge Na-Acetat 42 g 
salzsaures Phenylhydrazin hinzugefiigt. Unter Verteilung auf 
eine gréBere Anzahl einzelner Reagensgliiser wurde die so 
gewonnene Flissigkeit wihrend !/, Stunde im Wasserbade von 
70° gehalten. Das beim langsamen Abkiihlen ausgefallene 
Qsazon wurde noch am gleichen Tage abgesaugt, mehrmals 
mit kaltem Wasser gewaschen und iiber Schwefelsiure im 
evakuierten Exsiccator getrocknet. Das Gewicht des trocknen 
Osazons betrug 0,156 g. Die gesamte Substanzmenge wurde 
in 6 ccm heiBem Methylalkohol aufgelést und nach Entfernung 
eines unléslichen Restes durch Filtration mit der gleichen 
Menge heiBen Chloroforms versetzt. Bald nach dem Abkihlen 
fiel eine hellgelb gefarbte krystallinische Substanz von den 
iuBeren Kigenschaften des Phenylhydrazinsalzes des Phenyl- 
osazons aus Lactacidogen aus. Die Schmelzpunktsbestimmung 
ergand: 
zap bei 145° keine Veriinderung, 
» 146° leichte Briunung, 


», 149° stirkeres Sintern, 
», 150° Schmelzen unter Gasentwicklung. 


Dieser Schmelzpunkt stimmt mit dem der eben genannten 
Osazonverbindung aus Lactacidogen und Hefehexosediphosphor- 
siure tiberein. 

- Zur Phosphorbestimmung wurden 0,0441 g, der Haupt- 
anteil der nach dem sehr verlustreichen Umkrystallisieren 
gewonnenen Substanz verwendet. Sie wurden mit 2ccm Neu- 
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mannschen Siuregemisches unter mehrmaligem Nachtropfen 
von etwas Salpetersiiure verascht. Die Aschenlésung wurde 
auf genau 150 ccm aufgefiillt und in 60 ccm dieser Fliissigkeit 
die Phosphorsiure bestimmt: gefundene Menge Strychnin— 
Phospho—Molybdat 0,0882 g gleich 5,60°/, P in der Substany, 
Berechnet fir C,,H,, N,PO, 5,68°/,. Die Substanz war also 
mit der gesuchten Osazonverbindung identisch. 

Aus der Gesamtheit unserer Versuche geht mit Sicherheit 
hervor, da8 das beim Stehen von frischem MuskelpreBsaft unter 
Zusatz von Na-Fluorid und Natriumbicarbonat beobachtete 
Verschwinden anorganischer Phosphorsiure bedingt ist durch 
Aufbau von Lactacidogen. Bei der gleichen — durch den 
gleichen Natriumbicarbonatzusatz gewihrleisteten — H-Ionen- 
konzentration, bei der Na-Fluorid Lactacidogenaufbau bewirkt, 
volilzieht sich unter Zusatz von Na-Chlorid und ebenso auch 
ohne weiteren Zusatz als Natriumbicarbonat Lactacidogen- 
abbau, und es kann unseres Erachtens keinem Zweifel unter- 
liegen, daB die Richtung des in Frage kommenden Ferment- 
prozesses, ob Abbau oder Aufbau erfolgt, aufs stirkste beein- 
flu8t, ja geradezu beherrscht wird durch die Anwesenheit 
relativ geringer Mengen anorganischer Ionen (Anionen und 
Kationen. Siehe auch nachfolgende Arbeiten von Haymann, 
Lange und Zimmermann und von Deuticke). 

Die Abhiingigkeit der Richtung des Verlaufs eines rever- 
sibeln Fermentprozesses von der Anwesenheit geringer Mengen 
anorganischer lonen diirfte hiermit zum ersten Male bewiesen 
worden sein, und wir méchten glauben, daB dieser Befund 
auch iiber das Gebiet der von uns beobachteten besonderen 
Fermentreaktion hinaus fiir den Ablauf intracellulirer Ferment- 
vorginge Bedeutung haben kénnte. 


Zusammenfassung. 


Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 

1. Die friiher unter der Einwirkung von Fluoridlésung am 
lebensfrischen Muskelbrei beobachtete Lactacidogensynthese 
erfolgt auch am frisch gewonnenen PreSsaft aus Kaninchen- 
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und Hundemuskeln. Der Umfang dieser Synthese im PreBsaft 
ist unter giinstigen Versuchsbedingungen noch betrichtlicher 
als im Breiversuch. DaB es sich beim Verschwinden der 
anorganischen Phosphorsiiure wirklich um Synthese von Lact- 
acidogen handelt, konnte durch Isolierung seiner charakteristi- 
schen Osazonverbindung sichergestellt werden. 

2. Durch gleichzeitigen Zusatz von Glykogen kann die 
Lactacidogensynthese derartig gesteigert werden, daB die an- 
organische Phosphorsiure bis auf geringfiigige Reste ver- 
schwindet. Traubenzucker und Maltose sind im Gegensatz 
zum Glykogen ohne EinfluB. 

3. Bei Anwendung von Fluoridlésung von fallender Starke 
ergab sich, daB sehr verschiedenartige Konzentrationen im 
Sinne der Synthese wirksam sind. Die optimale synthetische 
Wirkung trat nicht immer bei der stirksten Konzentration 
ein. m/320-Fluoridlésung, entsprechend einem Na-Fluorid- 
gehalt von 0,013°/, der zugesetzten Liésung oder 0,0065°/, der 
Versuchsfliissigkeit, rief noch deutliche Synthese hervor. 

4. Die Zusatzfliissigkeiten enthielten immer 2°/, Natrium- 
bicarbonat, so daB der H*-Jonengehalt simtlicher Versuchs- 
fliissigkeiten ein sehr ahnlicher war. 

5. Der zeitliche Verlauf der Lactacidogensynthese unter 
Fluorideinwirkung wurde verfolgt und festgestellt, daB das 
Maximum der Synthese erst nach mehreren Stunden erreicht 
wird; alsdann erfolgt allmahlicher Wiederanstieg der anorgani- 
schen Phosphorsiiure. 

6. Durch die vorliegende Untersuchung diirfte zum ersten 
Male der Nachweis erbracht sein, daB die Richtung eines 
reversiblen Fermentprozesses, die Gleichgewichtslage einer 
umkehrbaren Fermentreaktion, durch Zusatz bestimmter an- 
organischer Salze aufs stiirkste beeinfluBt, ja, man kann 
sagen, geradezu beherrscht wird. 


3-2 a 














Uber den Harnfarbstoff bei normalen und pathologischen 
Verhdltnissen und seine lichtschiitzende Wirkung. Zugleich 
einige Beitrage zur Kenntnis der Porphyrinurie. 

Von 
Hans Fischer und Werner Zerweck. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1924.) 





»Vie gelbe Farbe des normalen Harnes riihrt vielleicht 
von mehreren Farbstoffen, nach der gewéhnlichen Ansicht aber 
zum allergré8ten Teil von dem Urochrom her.“ Mit diesen 
Worten leitet Hammarsten sein Kapitel iiber Harnfarbstoffe 
in seinem bekannten Lehrbuch?) ein. Aus der umfangreichen 
Literatur, die an derselben Stelle sehr vollstindig angegeben 
ist, entnehmen wir, dab trotz zahlreicher Arbeiten Fest- 
stellungen positiver Art spiarlich vorhanden sind. Da _ der 
gelbe Farbstoff bis jetzt nicht krystallisiert erhalten werden 
konnte, so ist dieses Resultat nicht weiter verwunderlich; da 
ferner im Harn nur sehr wenig Farbstoff vorhanden ist, ist 
auch weiterhin das Arbeiten natiirlich doppelt schwierig und 
werden die sich widersprechenden Angaben verstiindlich. Alle 
Autoren sind dariiber einig, daB das Urochrom eisenfrei ist, 
aber stickstoffhaltig. Die Angaben iiber den Stickstoffgehalt 
schwanken stark zwischen 11,15°/, bei Dombrowski?) und 
4,2°/, bei Klemperer’). Manche Autoren finden Schwefel, 
z B. Dombrowski, wiaihrend andere wie Hohlweg, 





1) 9. Aufl. (1922), S. 587. 
?) Diese Zs. Bd. 54, S. 225 (1908) und Bd. 62, S. 358 (1909). 
5) Berl. Klin. Wochensehr, Bd. 40, S. 313 (1908). 
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Salomonsen und Mancini?) den Schwefelgehalt leugnen. 
Bemerkenswert ist, daB Bondzynski und Dombrowski das 
Urochrom als ein Glied der Oxyproteinsiuregruppe auffassen. 
WeiB?) hat sich neuerdings in zahlreichen Arbeiten mit dem 
Urochrom beschiaftigt und er glaubt, daB das Urochrom 
sekundir durch Oxydation aus einem ,,Urochromogen“ ent- 
steht. In diesem Urochromogen erblickt er die Ursache der 
Ehrlichschen Diazoreaktion und er vertritt die Ansicht, daB 
das Urochromogen seiner chemischen Stellung nach zu den 
Oxyproteinsiuren gehoért, mit welchen es die charakteristischen 
Reaktionen und den Schwefelgehalt teilt. Wei8 behauptet, 
daB das Urochrom bei erhéhtem Gewebsverfall entsteht, daB 
eine Steigerung gegeniiber der Norm das Zehnfache und mehr 
betragen und demgemi&B an der Harnfarbe einen héheren Anteil 
einnehmen kann. 

Um iiber die Natur des Harnfarbstoffes Auskunft zu 
erhalten, schien es vor allen Dingen notwendig, eine Methode 
anzuwenden, nach der gréBere Mengen von Farbstoff gewonnen 
werden konnten, in solcher Menge, so daB nicht allein Ele- 
mentaranalysen, sondern mit dem durch Analyse gekennzeich- 
neten Material gleichzeitig auch noch der chemische Abbau 
durchgefihrt werden konnten. Diese Aufgabe wurde bereits 
in Wien in Angriff genommen. Ohne die Unterstiitzung der 
Firma Kalle & Co. waren wir auch hier nicht von der Stelle 
gekommen, der Direktion der Firma Kalle & Co. sind wir zu 
auberordentlichem Danke verpflichtet dafiir, daB sie in ihren 
Fabrikriumen gegen 1600 Liter normalen eiweiffreien Harn 
in Vakuum eindampfen lieB und den von abscheidenden 
Krystallmassen abgesaugten Sirup uns dann fir die Unter- 
suchung zusandte. Herrn Dr. E. Bartholomius, der diese 
Qperationen durchfiihrte, sind wir ebenso zu groBem Danke 
verpflichtet. 

Zur Darstellung des Harnfarbstoffes schienen Fallungs- 
methoden so wie sie friiher angewendet wurden, von vorn- 
herein unbrauchbar, da die Volumina bei den Prozeduren 





*) Biochem. Zs. Bd. 13, S..199, 205, 208 (1908). 
*) Biochem. Zs. Bd. 133, 8. 331 (1922). 
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kaum zu bewiiltigen wiren. Es stellte sich nun heraus, daf 
der Farbstoff nicht dialysierbar ist und daB, wenn die an- 
organischen Salze und insbesondere der Harnstoff sich im 
AuBenwasser befinden, dann der gelbe Farbstoff mit Siurey 
glatt in Flocken ausgefallt werden kann. Die Methodik der 
Isolierung gestaltete sich demgemiB relativ einfach und es 
wurden ohne weitere Schwierigkeiten aus 1 kg sirupésem Aus. 
gangsmaterial 3 g trockner Farbstoff erhalten. Alle Krystalli- 
sationsversuche scheiterten. Die Analysen ergaben 52°) 
Kohlenstoff, 6°/, Wasserstoff, 11°/, Stickstoff und 2°/, Schwefel. 
Weiterhin wurde nach van Slyke auf Aminogruppen unter. 
sucht, jedoch nur sehr geringe Mengen gefunden und ebenso 
wurde eine Hydrolyse mit rauchender Salzsiure durchgefiilrt, 
die zweifellos qualitativ die Anwesenheit von Aminosiiuren, 
insbesondere Tyrosin, ergab. Zu einer Analyse oder zu niiherer 
Identifizierung reichte das Material nicht aus. Bis zu diesem 
Stadium wurde die Untersuchung mit Herrn Dr. Jansch aus- 
gefihrt und nach der mit dem Genannten ausgearbeiteten 
Methode hat dann Friulein Dr. Kaan in Miinchen die Gesaunt- 
menge des eingedampften Harns verarbeitet und schlieBlich 
alles in allem 50g des Farbstoffes isoliert. Mit Friulein 
Dr. Kaan wurde dann noch die Reduktion mit Hilfe von 
Jodwasserstoff—Hisessig durchgefiihrt. Es ergab sich, dab 
keine Spur von Pyrrol in dem Farbstoff enthalten ist. In 
der sauren wie basischen Fraktion war die so empfindliche 
Ehrlichsche Aldehydreaktion absolut negativ. In der Lite- 
ratur findet man zwar hiufig die Angabe, daB nach Behand- 
lung des Harnfarbstoffes mit Zinkstaub oder Kalkhydrat 
Pyrrolreaktionen beobachtet worden seien. Unter den von 
den Untersuchern ausgefiihrten Reaktionsbedingungen jedoch 
ist ein sekundires Entstehen von Pyrrol sehr leicht méglich 
und wir sind der Ansicht, daB im Harnfarbstoff keinerlei 
Pyrrole enthalten sind. Durch auBere Umstinde war Friv- 
lein Dr. Kaan an der weiteren Mitarbeit verhindert und die 
Untersuchung wurde dann von uns weiter fortgefiihrt. 
Zunichst haben wir den Abbau durch Fermente versucht. 
Mit Trypsin wurde keinerlei Einwirkung erzielt und nach den 
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Kigenschaften des Harnfarbstoffes scheint auch diese Methode 
aussichtslos zu sein. Es blieb also nichts anderes tbrig als 
die Spaltung mit Hilfe von Mineralsiuren vorzunehmen, bei 
denen allerdings unverhiltnismiBig groBe Teile des Farb- 
stoffes in melaninartige Kérper verwandelt wurden. Méglicher- 
weise weist dies auf Tryptophangehalt hin und in diesem 
Sinne kénnen auch die insbesondere von den Schiilern Hof- 
meisters beobachteten intensiven Pyrrolreaktionen gedeutet 
werden. 

Indessen ist darauf hinzuweisen, daB beim trocknen Er- 
hitzen von KEiweiBkérpern ein dliges Destillat erhalten wird, 
das intensive Pyrrolreaktion gibt. Aus den positiven Pyrrol- 
reaktionen ist deshalb derselbe SchluB zu ziehen wie aus dem 
Resultat der totalen Hydrolyse, die wir jetzt beschreiben 
wollen. 

Am besten lieB sich die totale Hydrolyse durchfiihren 
durch Einleiten von Chlorwasserstoff in die ammoniakalische 
Lisung des Farbstoffes. Die Verarbeitung erfolgte dann vor 
allem nach den Angaben von Kossel und seinen Schiilern. 
Mit Hilfe von Phosphorwolframsiure wurde eine _ ,,basische“ 
und eine ,saure“ Fraktion erzeugt. Die basische Fraktion 
wurde nach den ausgezeichneten Methoden Kossels in Ar- 
ginin-, Histidin- und Lysinfraktion geschieden und Arginin 
und Histidin nach den Angaben von Steudel als Pikrolonate 
identifiziert. Lysin war nicht nachweisbar. 

Nach van Slyke wurden rund 10°/, des vorhandenen 
Stickstoffs in Form von freien Aminogruppen nachgewiesen. 
Nach diesem Ergebnis kann es keinem Zweifel unterliegen, 
daB der vorliegende Kérper, wie wir uns vorsichtig ausdriicken 
wollen, ein KiweiBabkémmling ist oder einen KiweiBabkémmling 
enthilt. Natiirlich ist der EKinwand nicht von der Hand zu 
weisen, daB der farbende Bestandteil etwas anderes ist, etwa 
als Verunreinigung im EiweiBabkémmling angehiuft ist. Aber 
aus Harn ist bis jetzt kein EiweiBabkémmling isoliert, der in 
den Eigenschaften mit unserem Produkt iibereinstimmt. Vor 
allen Dingen wire an die Oxyproteinsiuren zu denken; diese 
weichen jedoch in ihren Kigenschaften und in der Elementar- 
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analyse?) stark ab und insbesondere werden iiberall die grofen 
Mengen von freien Aminogruppen hervorgehoben, die bei der 
Oxyproteinsiure sogar 38,8°/, des Gesamtstickstoffs ausmachen, 
Wir halten es daher nicht fiir sehr wahrscheinlich, daB unser 
Kérper mit den Oxyproteinsiuren etwas zu tun hat, aber nach 
der Darstellung wire es méglich, daB verwandtschaftliche Be- 
ziehungen mit dem von Emil Abderhalden und Fritz 
Pregl?) beschriebenen schwer dialysierbaren HiweiBabkimm- 
ling im Harn bestehen. Indessen weichen auch hier die 
Hydrolysenresultate von unseren stark ab, indem kein Tyrosin, 
dagegen relativ groBe Mengen von Leucin gefunden wurden, 
welch letzteres bei uns nur mikroskopisch erkannt werden 
konnte. Auf Hexonbasen scheint bei den genannten Autoren 
nicht untersucht worden zu sein. Natiirlich ist es miBlich, bei 
nicht krystallisierten Kérpern bindende Schliisse aus Abbau- 
resultaten zu ziehen. Mit Sicherheit liegt aber ein Eiweib- 
abkémmling vor. Diese Auffassung wird ganz _betrichtlich 
gestiitzt dadurch, daB es uns gelungen ist, aus dem Harn des 
Porphyrinpatienten Petry einen braunen Farbstoff zu isolieren, 
der in bezug auf die analytische Zusammensetzung und ins- 
besondere im Abbauresultat zum eben erwihnten K6rper in 
naher Beziehung steht. 

Bei der Porphyrinurie ist so oft schon darauf hingewiesen 
worden, daB neben den Porphyrinen noch braune Farbstoffe 
vorkommen, so daB es wahrscheinlich erscheint, daB wohl in 
allen Fallen braune Farbstoffe vorkommen und dort, wo es 
nicht ausdriicklich vermerkt ist, sie tibersehen worden sind. 
Wir haben insbesondere beobachtet, daB der Gehalt an braunen 
Farbstoffen immer in Abhangigkeit steht von der Menge von 
Porphyrin im Harn. Ist viel Porphyrin vorhanden, ist auch 
viel brauner Farbstoff da; geht der Porphyringehalt zuriick, 
geschieht dies auch bei dem braunen Farbstoff. Auch von 





1) Zentralbl. f. d. med. Wiss. 1897, Nr.33. Auch die von Edl- 
bacher neuerdings untersuchte Antoxyproteinsiiure (Diese Zs. Bd. 121, 
S. 186 [1923]) ist anders zusammengesetzt, insbesondere entsteht bei der 
Hydrolyse Lysin, das bei uns fehlt. 

2) Diese Zs. Bd. 46, S. 19 (1905). 
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WeiB) und anderen Autoren sind analoge Beobachtungen 
gemacht worden. 

Wir haben nun gefunden, daB der braune Farbstoff aus 
dem Harn von Petry mit Hilfe von Aluminiumhydroxyd, nach- 
dem das Porphyrin durch Kisessig gefillt ist, glatt nieder- 
schlagbar ist. Dabei wird der normale Harnfarbstoff nicht 
mitgefallt. Der Harn hat nach der Behandlung mit Aluminium- 
hydroxyd die Farbe eines normalen Harns. Aus dem Aluminium- 
hydroxydabsorbat 1aBt sich nun der braune Farbstoff durch 
Behandlung mit Ammoniak wieder heraus holen und man 
kann ihn dann, genau so wie den normalen Harnfarbstoff, 
allerdings auch nur amorph, mit Hilfe von Mineralsiure zur 
Abscheidung bringen. Die Ausbeute betrigt rund 5 g aus 
20 Litern Harn. Die elementare Zusammensetzung ist 
C = 49,15°/,, H = 6,149/,, N = 10,85°/,, S = 2,739/,. Wenn 
auch die Ubereinstimmung mit dem normalen Harnfarbstoff 
keine glanzende ist, so ist doch die Verschiedenheit nicht so 
- orof, daB man sagen kénnte, daB es sich mit Bestimmtheit um 
einen neuen Kérper handelt. 

Ks ist eigenartig, daB der normale Harnfarbstoff nicht 
s0 leicht aus Harn gefallt wird; vielleicht sind bessere Ab- 
scheidungsverhialtnisse bei pathologischen Harnen gegeben, be- 
dingt durch die Anwesenheit des Restes der Porphyrine, der 
durch Aluminiumhydroxyd glatt gefallt wird und so vielleicht 
den Harnfarbstoff mit absorbiert. 

Der totale Abbau des braunen Farbstoffes aus dem Harn 
von Petry verlief dem des normalen Harnfarbstoffes durchaus 
analog. ‘Tyrosin wurde krystallisiert abgeschieden und auch 
durch Analyse identifiziert; das Vorkommen von Leucin 
konnte an der charakteristischen Krystallform wahrscheinlich 
gemacht werden. Fiir besonders beweisend erachten wir 
wieder die Resultate der ,,Basen“ Untersuchung. Diese Frak- 
tion, fiir die wir dank der Untersuchungen Kossels und seiner 
Schiiler die scharfsten Methoden besitzen und auf deren Unter- 
suchung wir deshalb das Hauptgewicht legten, war durchaus 





') Inaug.-Diss., Miinchen 1922 (Klinik von Romberg). 
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analog der des normalen Harnfarbstoffes. Arginin und Histidiy 
wurden als Pikrolonate abgeschieden und Lysin war wieder ent. 
weder nicht vorhanden oder nur in minimaler Menge. Jeden- 
falls ist ein eindeutiger Beweis fiir das Vorkommen von Lysin 
nicht gegliickt. 

Wenn man sich nun vor Augen hilt, daB Porphyrinmenge 
und brauner Farbstoff Hand in Hand gehen und so wie Por- 
phyrin auftritt, [wie es bei den von WeiB}) beschriebenen 
Fiillen der Fall ist] dann auch der braune Farbstoff vorhanden 
ist, liegt es nahe fiir das Erscheinen beider dieselben Ursachen 
anzunehmen. Wenn wir dann weiter bedenken, daB an braunem 
Farbstoff ungefihr das Doppelte wie Porphyrin vorhanden ist 
und in Riicksicht gezogen wird, da8 nach dem Resultat der 
Hydrolyse es sich nur um ein Eiweibderivat handeln kann, so 
scheint es berechtigt zu sein, folgende Hypothese aufzustellen: 
Wir glauben, daB beide Farbstoffe aus demselben Chromo- 
protein stammen, das Porphyrin aus dem Farbstoffanteil, der 
braune Harnfarbstoff aus dem EjiweiBanteil. Dieses Chromo- 
protein halten wir am wahrscheinlichsten fiir den Muskelfarb- 
stoff?) und begriinden diese Ableitung aus den Resultaten der 
Untersuchungen von H. Fischer, Kammerer und Kar! 
Schneller. Es hat sich bei den Fiaulnisversuchen heraus- 
gestellt, daB aus Blutfarbstoff, der im Blut offenbar in sebr 
reiner Form enthalten ist, nur Kammerers Porphyrin ent- 
steht unter den gleichen Bedingungen, bei denen wir bei 
Fleisch- und Organfaulnisversuchen stets Koproporphyrin neben 
Kammerers Porphyrin erhalten haben. Bei der Fiulnis des 
Blutes wurde Koproporphyrin nur in verschwindend geringer 
Menge beobachtet und diese geringe Menge erkliirt sich eben 
aus dem Vorkommen dieses Kérpers im Serum.’) Andererseits 
entsteht aus Fleisch bei der sterilen Autolyse nur Kammerers 





1) Inaug.-Diss., Miinchen 1922 (Klinik von Romberg). 

2) Nach Hans Giinther (Virchows Arch. Bd. 230, S. 164) warf 
schon Mac Munn im Jahre 1885 die Frage auf, ob nicht das Myo- 
himatin Porphyrin liefern kénne. 

5) Hans Fischer und Werner Zerweck, Diese Zs. Bd. 132, 
S. 12 (1924). 
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Porphyrin auch nach 8 und 4wochentlichem Stehen.') Dieses 
Resultat ist sehr merkwiirdig und kénnte in dem Sinne gedeutet 
werden, da8 ein Muskelfarbstoff itiberhaupt nicht existiert, da es 
dann nur ein einheitliches Himoglobin gibt. Dieses einheitliche 
Himoglobin erfihrt bei der Faulnis oder bei der Autolyse zu- 
nichst lediglich eine Umwandlung im Molekiil derart, daB der 
firbende Anteil so umgewandelt wird, daB er sein Eisen bei 
der Behandlung mit Saéure (bei der Autolyse geniigt bereits 
die hierbei gebildete Siure) spontan abgibt und dann Kim- 
'merers Porphyrin spektroskopisch zur Beobachtung gelangt. 
Ks wire merkwiirdig, wenn diese Umwandlung durch Autolyse 
wie durch Faulnis bewirkt wiirde, daB sie aber nicht eintritt 
| bei Blut, wenn es auch noch so lange steht. Wir haben Blut, 
das durch Monate hindurch steril aufbewahrt war, nach unserer 
Porphyrinnachweismethode untersucht und keine Spur Por- 
phyrin gefunden. Ebenso haben wir, ehe Kammerer den 
Synergismus der Bakterienwirkung fiir obige Molekilainderung 
im Farbstoff erkannte, zahlreiche Fiaulnisversuche von Blut 
mit absolut negativem Erfolg auf Porphyrine untersucht. Kine 
Erklirung fiir dieses verschiedene Verhalten ist zurzeit schwer 
mu geben. Kin Ubergang in Himochromogen kommt nicht in 
Betracht, denn Hamochromogen verliert bei der Behandlung 
' unter obigen milden Bedingungen sein Eisen nicht; erst durch 
Kinwirkung von Eisessig—Chlorwasserstoff (in der Kalte ge. 
sittigt) wird Himochromogen des Kisens beraubt.?) Die Haupt- 
schwierigkeit besteht darin, daB, wie schon in den letzten 
Mitteilungen ausgefiihrt ist, Himatoporphyrin und Kopro- 
porphyrin bei Gegenwart von Kiimmerers Porphyrin mit- 
einander spektroskopisch identisch sind. Macht man natiirlich 
die Annahme, da8 Kimmerers Porphyrin in Himatoporphyrin 
ibergeht, was theoretisch verstindlich wire, so sind alle 
| Widerspriiche beseitigt. Man kénnte sich vorstellen, daB durch 
das wochenlange Stehenbleiben im Faulnismilieu die Wasser- 
anlagerung an die Vinylgruppen erfolgt und damit Haimato- 





') Zur Untersuchung gelangten bis jetzt 40—50 g schwere Fleisch- 
stiicke. Wahrscheinlich ist die angewandte Menge zu gering. 
*) Hans Fischer und Joseph, unverdffentlicht. 
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porphyrin erscheint. Es wire dann bei allen Organversuchey 
niemals Koproporphyrin beobachtet worden, sondern immer 
nur Himatoporphyrin neben Kimmerers Porphyrin. 

Auch beim Stehenlassen von Kaimmerers Porphyrin 
in Kisessig—Bromwasserstofflésung und Weiterverarbeitung jy 
der iiblichen Weise auf Porphyrin wurden spektroskopische 
Zahlen erhalten, die fir einen Ubergang in ein Porphyrin yor 
den Spektralerscheinungen des Himatoporphyrins sprechen. (Un. 
veréffentlichte Beobachtung mit Schneller.) 

Dann aber erhebt sich wieder die Frage, warum bei den 
Blutfaiulnisversuchen nicht auch (Kopro)porphyrin entsteht und 
woher das Koproporphyrin stammt, das doch bei der Porphyri. 
nurie in betrichtlicher Menge im Harn und im Kot auftritt und 
das in krystallisiertem Zustande von uns auch aus Vegetarianer- 
kot isoliert worden ist. Auch in Tauben- und Fischfleisch 
wurde es ja spektroskopisch als Hauptprodukt nachgewiesen, 
und ebenso tritt es nach Ernihrung mit Fischfleisch im Stubl 
in betrachtlich vermehrter Menge auf. (Unveréffentlicht mit 
Hilmer). Man miiBte dann die Annahme machen, da8 das 
Porphyrin des normalen Harnes nicht Koproporphyrin sondern 
Himatoporphyrin ist. In diesem Falle wiren alle Wider- 
spriiche verschwunden, aber nicht erklirt wire dann, dai 
das Porphyrin aus normalem Harn und auch aus Serum in 
Salzsiure die Werte des Koproporphyrins gibt und _ nicht 
die des Hiamatoporphyrins. Gegen das Vorkommen von 
Hamatoporphyrin spricht auch die ungeheure Lichtgiftigkeit 
dieses Kérpers (vgl. unten). Als weitere Annahme kénnte mat 
den Ubergang von Kimmerers Porphyrin in Koproporphyrin 
machen. Kimmerers Porphyrin wird aber nun eindeutig aus 
Blut erhalten, Versuche, die jederzeit reproduzierbar sind, i 
hunderten von Versuchen. Der Farbstoffanteil des Hiimo- 
globins ist Himin, das schon seit langer Zeit einer eingehenden 
chemischen Bearbeitung unterzogen ist, ebenso wie das Kopro- 
porphyrin, Beide sind bei der totalen Reduktion so vel- 
schieden, daB an sehr nahe Beziehungen schwer zu denken 
ist, insbesondere enthilt das Koproporphyrin mit Sicher- 
heit 3 Carboxylgruppen, méglicherweise sogar vier. 








i 
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Himatoporphyrin und Hamin enthalten bestimmt 2 Carboxyl- 
gruppen. Man miiBte also dann die chemisch und biologisch 
yorliufig gleich unbegreifliche Annahme machen, daB bei der 
Fiulnis mindestens eine Carboxylierung des Blutfarbstoffes 


erfolgt! Dergleichen ist nie beobachtet worden, der umgekehrte 


Vorgang aber hiufig. Man denke an die Entstehung von 
Tetra- und Pentamethylendiamin aus Ornithin bzw. Lysin. FaBbt 


man daher alle bisherigen Resultate zusammen, so erscheint 


am wahrscheinlichsten die Annahme, da8 es 2 Himoglobine 
gibt, das gewOhnliche Hamoglobin des Blutes und den Muskel- 
farbstoff. Ein direkter Beweis fiir das Vorkommen des Muskel- 


farbstoffes ist bis jetzt nicht erbracht, nur indirekt schlieBen 
{ wir auf das Vorhandensein eines solchen und wir miissen be- 


tonen, wie schon 6fter ausgefiihrt, daB alles dafiir spricht, daB 
neben dem bzw. im Muskelfarbstoff vorliufig untrennbar das 
Himoglobin’) itiberwiegt. Wir bemerken ausdriicklich, daB 


_ es sich um eine Hypothese handelt, aber diese Hypothese 
erkliirt die von uns festgestellten experimentellen Tatsachen 
bis jetzt am besten. 


DaB der Muskelfarbstoff in der Tat iiberwiegend aus 


Himoglobin besteht, geht auBer den alten friiher erwihnten 


Arbeiten von Hoppe-Seyler und seinen Schiilern auch aus 


_ neueren Befunden bei der paralytischen Himoglobinimie hervor. 


Fischer und Hilmer haben den Harn eines Pferdes mit 


dieser Erkrankung untersucht. Nachdem hierbei eine starke 


Farbstoffausscheidung im Harn erfolgt und bei der Sektion 


| die Muskeln zum grofen Teil deutlich bla& befunden werden, 
_ ist es hierbei in hohem Ma8e wahrscheinlich, da8 der Farb- 
| stofigehalt des Harns hauptsiachlich durch Muskelfarbstoff 
 bedingt ist. Die Untersuchung dieses ergab jedoch mit dem 


gewohnlichen Hiamoglobin nach den bisherigen Resultaten 
durchaus tibereinstimmende Befunde. Dies spricht in dem Sinne, 
daB jedenfalls der Muskelfarbstoff mit Koprohimin nur einen ge- 


ringen Bruchteil des Gesamtfarbstoffs ausmachen kann. Uber die 


') Eine gro8e Stiitze fiir diese dualistische Auffassung liegt in der 
Feststellung des Vorkommens von Kiimmerers Porphyrin neben Kopro- 


' porphyrin in der Hefe. (Unverdffentlicht, mit Hilger.) H. Fischer. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVII. 13 
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weiteren Resultate, besonders auch bei der Faulnis, der haupt. 
sichlich betroffenen Muskeln, soll demnichst berichtet werden, 

Es wird auch nach der entwickelten Hypothese die Por. 
phyrinurie betriachtlich verstindlicher. Normalerweise trit; 
dann stindig ein geringfiigiger Zerfall des Muskelfarbstoffes 
in seine vier Komponenten ein. Unter dem EKinfluB der Milch. 
siiure des Muskels kann das Eisen aus den beiden Farbstoff. 
komponenten abgespalten werden. Kimmerers Porphyrin 
entsteht aus dem Himoglobinanteil und geht sofort in Gallen- 
farbstoff iiber, der abtransportiert wird. Aus dem hypothe. 
tischen ,,.Myohimoglobin“ bildet sich das Koproporphyrin. Ks 
tritt dann in Serum und Harn iiber in schwankender Menge, 
immer sehr wenig, nach unserer Untersuchung fehlt es im 
Harn und Kot nie.!) Die Eiweifkomponente wird dann teil- 
weise in den gelben Harnfarbstoff tibergefiihrt, der auch im Ham 
erscheint. Unter pathologischen Verhiltnissen, bei der Por- 
phyrinurie, sowie bei Vergiftung, tritt dann eine betriichtliche 
Steigerung dieses normalen Zerfalles ein und so kann man alle 
Porphyrinurien von einem einheitlichen Gesichtspunkt aus be- 
trachten und auch fiir die Porphyrinurie, wie dies Veil und 
WeiB?) zuerst getan haben, in einer noch unbekannten Gift- 
substanz, die primire Ursache der Porphyrinurie erblicken. Vor 
allen Dingen bei der kongenitalen Porphyrinurie tritt dann als 
weitere Komplikation der CarboxylierungsprozeB ein. Das Kopro- 
porphyrin wird, offenbar zwecks besserer Ausscheidung, mit wei- 
teren Carboxylgruppen versehen. Eine Stiitze deser Anschauung 
erblicken wir in den schwankenden Ausscheidungs- und Carb- 
oxylierungsresultaten speziell beim Falle Petry. Hierfiir kann 
als Hauptargument mit das wechselnde Resultat der Serun- 
untersuchung Petrys herangezogen werden und das enorme 





1) Es wire sehr zweckentsprechend und wiinschenswert, went 
Herr Schumm von der Richtigkeit dieser Behauptung sich durch eigene 
Versuche iiberzeugen wiirde, indem er das Trocknen der Farbstofflésungen 
mit Natriumsulfat unterliBt. Herr Schumm kénnte auch gleichzeitig 
einen Versuch mit und ohne Natriumsulfat verarbeiten, wodurch er sich 
gleichfalls von der Richtigkeit unserer Angaben iiberzeugen wiirde. 

*) KongreB fiir innere Medizin in Wien. Verhandlungen 1923, 8. 190. 
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Schwanken im Farbstoffgehalt bei Erkrankung des Petry. In 
den ersten Tagen des Mirz erkrankte Petry mit hohem Fieber 
und hierbei stellte sich nun das iiberraschende Resultat heraus, 
daB das Porphyrin nahezu vollkommen aus dem Harn ver- 
schwand und mit ihm der braune Farbstoff. Auch diese 
Beobachtung zwingt die Vorstellung einer gemeinschaftlichen 
Abstammung dieser beiden Farbstoffe auf. 

Das Serum schwankt in der Art seines Farbstoffes und 
so erkliren sich die verschiedenen Beobachtungen von Schumm?) 
in Hamburg und von uns’) in Miinchen. Wir haben in der 
Zwischenzeit (niheres im experimentellen Teil) noch zweimal 
das Serum Petrys untersucht und beide Male verschiedene 
Resultate wie in friiheren Untersuchungen feststellen kénnen. 
Am 12. XII. 23 wurde das Serum nach der von Hans Fischer 
und Werner Zerweck®) angegebenen Methode untersucht. 
Das Porphyrin ging glatt in den Ather hinein, spektroskopisch 
war aber nicht Koproporphyrin vorhanden, sondern Uro- 
porphyrin. Um Uroporphyrin kann es sich in diesem Falle 
natiirlich nicht handeln, da dieses bekanntlich auch nicht in 
Spuren in Ather léslich ist. Wahrscheinlich handelt es sich 
um eines der Zwischenprodukte zwischen Kopro- und Uro- 
porphyrin. Die bei der erwaihnten Methode stets erhaltenen 
farblosen Flocken wurden dann mit Methylalkohol—Chlorwasser- 
stoff verestert und es konnte hieraus eindeutig Uroporphyrin 
als Methylester spektroskopisch erkannt werden. Am 28. I. 24 
untersuchten wir wieder das Serum und es ergab sich wieder 
ein neues Resultat. Atherlésliches Porphyrin war vorhanden, 
aber diesmal spektroskopisch eindeutig Koproporphyrin. In 
den abgeschiedenen Eiwei®flocken war Uroporphyrin eindeutig 
als Ester spektroskopisch auffindbar. Es bilden diese Resultate 
eine Bestitigung und Erweiterung der Befunde Schumms 
beim Serum des Porphyrinpatienten Petry. Schumm hat 
zuerst durch direkte Spektroskopie des Serums Porphyrin 
beobachtet und aus den erhaltenen Zahlen den RiickschluB 


') Diese Zs. Bd. 98, S. 123 (1916/17). 
*) Diese Zs. Bd. 97, S. 166 (1916); Bd. 132, S. 12 (1924). 
8) Diese Zs. Bd. 132, S. 27 (1924). 
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gezogen, da8 Uroporphyrin darin sei, insbesondere durch den 
Vergleich der erhaltenen spektroskopischen Zahlen mit einem 
kiinstlichen Gemisch von Uroporphyrin bzw. Koproporphyrin 
und Serum. Bei der spektroskopischen Untersuchung dieser 
Gemische paBten die Werte von normalem Serum und Uro- 
porphyrin am besten zu den bei Petry gefundenen Serumwerten, 
Natiirlich kann ein zwingender RiickschluB aus diesen Resultaten 
fiir die Art des zugrunde liegenden Porphyrins nicht gezogen 
werden. Die Méglichkeit einer Bindung an Eiwei8 und ahn- 
liches kann nicht von der Hand gewiesen werden und es ist 
hier nun zum ersten Male gelungen im Serum selbst eine 
Differenzierung in verschiedene Porphyrine zu erzielen. 

Aus allen diesen Versuchen geht eindeutig hervor, da 
wenigstens im Falle Petry auch in bezug auf die Farbstoff- 
bildung ein stiindig wechselnder ProzeB vorliegt, Beobachtungen, 
die bestatigt werden bei einer zweiten kongenitalen Porphyrin- 
urie bei dem Falle Molzberger.') Der Fall Molzberger ist 
von besonderem Interesse deshalb, weil hier zum _ ersten 
Male bei der Porphyrinurie festgestellt worden ist, daf die 
Erkrankung erblich ist. Der eine von uns wurde im Jahre 
1916 von Friedrich Miller darauf aufmerksam gemacht, 
daB seinerzeit in Marburg in der Klinik ein Porphyrinfall, 
Pauline Henrich, in Behandlung war, der damals fiir Sy- 
philis gehalten wurde. Es erschien nicht ausgeschlossen, dab 
Pauline Henrich noch am Leben sei und es wurden deshali 
von H. Fischer Nachforschungen nach Pauline Henrich ge- 
halten, wobei es sich schlieBlich herausstellte, daB sie im 
Westerwald vor einigen Jahren gestorben war. Herr Dr. Em- 
merich, welcher sie behandelt hatte, teilte ferner mit, dab in 
der Nachbarschaft eine entfernte Verwandte von ihr, Ida Molz- 
berger, dieselben Erscheinungen bite. Es zeigte sich, dab 
auch im Harn von I. M. Porphyrin vorhanden war. Was die 
Symptome der Lichterkrankung anbelangt, so sind diese bei 
Molzberger mindestens ebenso stark ausgeprigt wie bei Petry. 


1) In meiner Austrittsvorlesung in Innsbruck bin ich auf den Fall 
niher eingegangen. Ein kurzes Referat hieriiber findet sich in der 
Wiener klin. Wochenschr, 1916 Nr. 82. 
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Eine Abbildung von Molzberger ist bei Hausmann: Grund- 
ziige der Lichtbiologie und Lichtpathologie?) zu finden. Trotz- 
dem ist der Farbstoffgehalt von Ida Molzberger relativ 
gering und es scheint so, als ob die Lichtgiftigkeit der Farb- 
stoffe in keinem direkten Zusammenhang steht mit der Menge 
yon Porphyrin. Hierauf werden wir noch weiter unten ein- 
gehen. AuBer den abweichenden Eigenschaften des Harn- 
porphyrins, Beobachtungen, die auch schon von anderen 
Autoren z. B. Ellinger?) festgestellt wurden, ist bei diesem 
Fall besonders der enorm wechselnde Gehalt an Farbstoff 
hervorzuheben. Auch neuerdings haben wir uns dreimal den 
Harn schicken lassen und wir fanden, daB die Farbstoffmenge 
auch hier wieder starken Schwankungen unterworfen war. 
Am 4. Juli 1923 war der Harn kaum gefiarbt. 

Wir haben dann weiter Versuche iiber die physiologische 
Bedeutung des Harnfarbstoffes ausgefiihrt. Es ist bekannt, daB 
die Harne von Porphyrinurikern nicht sensibilisieren, obwohl 
in ihnen geniigend Porphyrin vorhanden ist. Es lag nahe, 
dafiir den braunen Harnfarbstoff verantwortlich zu machen 
und Experimente zur Priifung dieser Méglichkeit schienen auch 
gleichzeitig geeignet zu sein auf biologischem Wege die Identitiat 
des braunen Farbstoffes aus dem Harne von Petry und des 
uormalen Harnfarbstoffes zu untersuchen. Bei Identitét war 
zu verlangen, daB beide Farbstoffe sich auch biologisch gleich- 
artig verhalten. Dies ist in der Tat der Fall. Methylenblau 
und Kosin, die mit am starksten sensibilisieren, wurden zunichst 
auf ihre Wirkung gegen Paramicien gepriift, welche innerhalb 
von 7 Minuten getétet wurden. Nach Zusatz von Harnfarb- 
stoff und ebenso von braunem Petry-Farbstoff trat die Wirkung 
auch nach stundenlanger Belichtung nicht ein. Dasselbe 
Resultat wurde mit Hiamatoporphyrin erhalten. Man kann 
natiirlich diese an niedersten Tieren gewonnenen Resultate 
nicht ohne weiteres zwingend auf das héhere Tier iibertragen, 
aber immerhin ist doch damit zum erstex Male ein experi- 


) Verlag von Urban & Schwarzenberg, Berlin u. Wien, 1923. 
In dem genannten Werk auch weitere einschligige Literatur. 
*) Diese Zs. Bd. 98, S. 1 (1916/17). 
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menteller Anhaltspunkt gegeben fiir die Tatsache, daB die 
Harne der Porphyrinuriker nicht sensibilisierend wirken und 
es ist interessant, daf der Organismus sich selbst auf gy 
einfache Weise den ,,Lichtschutz“ verschafien kann. Es wire 
von groBem Interesse bei Hydroa und dhnlichen Lichterkrap- 
kungen vor allen Dingen auf die Relation zwischen Porphyrin- 
gehalt und braunem Farbstoff zu achten. Aus den _ beiden 
Fallen Petry und Molzberger haben wir ja bereits gesehen, 
da die Intensitait der Krankheitserscheinungen nicht in Relation 
steht zu der Menge des Farbstoffes und so kann man sich 
sehr wohl vorstellen, daB eine mit bloBem Auge gar nicht 
auffallende Menge von Porphyrin im Harn doch schwere 
Krankheitserscheinungen hervorruft, wenn der braune Farbstof, 
alias Lichtschutz, nicht in geniigender Menge vorhanden ist. 
Die vermehrte Abscheidung des braunen Farbstoffes 
scheint auch sonst noch bemerkenswert, weil man daraus er- 
kennt, daB der Organismus des Porphyrinurikers nicht nu 
Porphyrinfarbstoffe verliert, sondern gleichzeitig auch noch 
eine Stérung des Eiweibstoffwechsels erleidet. Die weitere 
Verfolgung dieser Tatsachen wird vielleicht noch manches 
Licht auf diese Stoffwechselstérung werfen. Uber die Ursache 
der Vermehrung des Porphyrins, das unter normalen Verhiilt- 
nissen nur in geringer Menge gebildet wird, kénnen nur Ver- 
mutungen angestellt werden. Mit Veil und Weif kénnte 
man hierfiir (vgl. oben) eine besondere hypothetische Gitt- 
substanz annehmen und es wiire auch die Méglichkeit nicht 
von der Hand zu weisen, daB solche Substanzen auch in den 
Harn iibergingen. Wir haben deshalb einem Kaninchen lingere 
Zeit frischen Petryharn subcutan beigebracht, ohne irgend- 
eine schiidigende Wirkung festzustellen. Koproporphyrin subcutan 
gegeben, vermehrt die Menge des Koproporphyrins im Harn 
deutlich, aber nicht die des Uroporphyrins, Mesoporphyrin 
scheint in Bestiitigung alter Versuche abgebaut zu werden. 
Jedenfalls verschwindet es spurlos, wobei allerdings der Kin- 
wand gemacht werden muB, daB es in Anbetracht der Schwer- 
léslichkeit méglicherweise an Ort und Stelle liegen bleibi. 
Wir haben nun auch an Paramicien vergleichende Ver- 
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suche gemacht uber die Lichtgiftigkeit von Kosin, Methylen- 
blau, Hiimophyllin, Hiimatoporphyrin, Mesoporphyrin, Atio- 
porphyrin, Kopro- und Uroporphyrin. Der Unterschied in der 
Lichtgiftigkeit ist enorm. In gleicher Konzentration untersucht, 
totete das Atioporphyrin bereits nach 1 Minute, das Eosin, Me- 
thylenblau, Hamatoporphyrin und Mesoporphyrin nach 7 Minuten 
Bestrahlung, bei Uroporphyrin trat erst nach 50 Minuten der 
Tod ein und bei Koproporphyrin noch nicht nach 11/, Stunden. 
Diese Resultate zeigen, auch biologisch, daf die natiirlichen Por- 
phyrine, insbesondere von Hamatoporphyrin, grundverschieden 
sind; bei Vorkommen von Himatoporphyrin im Gewebe miiBten 
ja auch die Krankheitserscheinungen weit intensiver sein als 
sie tatsiichlich bei der Porphyrinurie beobachtet werden. Gleich- 
zeitig erklaren diese Resultate auch die negativen Versuche 
von H. Fischer und Kemnitz}, die neben Mesoporphyrin 
und Himatoporphyrin Uro- und Koproporphyrin auf Paramicien 
einwirken lieBen, ohne bei letzteren eine Wirkung konstatieren 
mu kénnen, insbesondere im Vergleich zu Haimato- und Meso- 
porphyrin. Die Beobachtungsdauer bei den Versuchen mit 
Kopro- und Uroporphyrin war eben zu kurz. 

Nachdem offenbar bei den Porphyrinpatienten eine Stérung 
des EiweiBstoffwechsels vorliegt, lag es nahe, auch auf Purin- 
hasen und Kreatiningehalt zu untersuchen. In bezug auf den 
Kreatiningehalt wurden im wesentlichen normale Verhiltnisse 
angetroffen, in bezug auf Purinbasen konnte nichts besonderes 
festgestellt werden. 

Auch das Blut Petrys untersuchten wir auf die Art seines 
Himins. Wenn es auch sehr unwahrscheinlich war, daB im 
Hamin ein Unterschied zu konstatieren sei, so war es doch 
notwendig, da der Versuch ausgefiihrt wurde und es er- 
gab sich, daB das gewoéhnliche Himin auch bei Petry vor- 
handen ist. 

Weiterhin wurden verschiedene pathologische Harne auf 
Porphyringehalt untersucht. Bei perniciésen Animien sowie 
bei einem sogenannten ,,Morsharn“ wurde eine betrichtliche 


nee 





') Diese Zs. Bd. 96, S. 309 (1915/16). 
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Vermehrung an Koproporphyrin festgestellt. Nach Blutergug 
wurde im Harn keine Vermehrung an Porphyrin gefundey. 
Zur Untersuchung gelangte noch der Harn einer Patientip, 
die seit Jahren taglich 0,3 g Luminal eingenommen hatte, 
Hier konnte eine sehr betrichtliche Vermehrung von Kopro. 
porphyrin im Harn festgestellt werden und im Kot nebep 
Kaimmerers Porphyrin deutlich Koproporphyrin in vermehrter 
Menge. Leider konnte von der Patientin Harn und Kot nicht 
auch nach fleischfreier Nahrung erhalten werden. 

Beim Kaninchen versuchten wir wiederum mit Hilfe yon 
Sulfonal Porphyrinvermehrung zu erzielen; dies gelang nicht. 
Dagegen wurde nach Kingabe von Nitrobenzol eine deutlich 
vermehrte Porphyrinmenge erzielt. Allerdings wurde Nitro- 
benzol verabreicht bis zum Exitus, wihrend das Sulfonal ohne 
irgendwelche Schidigung vertragen wurde. Vielleicht reagieren 
nur die Kaninchen auf Sulfonal, fiir die dieser Kérper ein 
Gift darstellt. Unser Versuchsmaterial ist jedoch zu gering, 
um dariiber ein Urteil fallen zu kénnen. 

Endlich wurde normaler Harn auf den Gehalt an Kopro- 
porphyrin und eventuell Uroporphyrin untersucht. Es wurde 
der Mischharn gesunder Studierender benutzt, im grdéBten 
Ansatz 100 Liter. Das Gemisch der Porphyrine wurde mit 
Aluminiumhydroxyd niedergeschlagen und dann durch Ather 
das itherlésliche Porphyrin extrahiert. Spektroskopisch konnte 
deutlich Koproporphyrin beobachtet werden, es wurde verestert 
und stimmten auch hier die Werte auf Koproporphyrinmethyl- 
ester. Abscheidung in krystallisiertem Zustande gelang nicht, 
weil die erhaltene Menge noch zu gering war. 

Nach der Abtrennung des itherléslichen Porphyrins wurde 
der Riickstand auf Uroporphyrin untersucht, das nur in minimaler 
Menge nachgewiesen werden konnte.') Dies stimmt iiberein 
mit dem Standpunkt, den der eine von uns seit jeher vertreten 
hat, namlich daB das Koproporphyrin das im Organismus 
primar vorhandene Porphyrin ist, aus dem dann sekundair 
durch Carboxylierung das Uroporphyrin hervorgeht. 





1) Zu dhnlichen Resultaten ist mit anderer Methodik Schumm 
(diese Zs. Bd. 1838, S. 802 [1924]) gelangt. 
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In Ubereinstimmung damit wurde auch bei pathologischen 
Harnen, insbesondere perniciédsen Animien, wiederholt Uro- 
porphyrin nachgewiesen. Kin endgiiltiges Urteil iiber die 
Relation zwischen Uro- und Koproporphyrin kann sich natiir- 
lich nur ergeben, wenn derartige Untersuchungen auf breitester 
Basis durchgefiihrt werden. Aus den bisherigen Resultaten 
haben wir den Eindruck, daB in manchen Organismen die 
Carboxylierung leichter erfolgt, in anderen schwieriger und 
bei normalem Harn miissen natiirlich vor allen Dingen nicht 
Mischharne untersucht werden, sondern Einzelindividuen und 
diese méglichst bei fleischfreier Kost. Bemerkenswert erscheint 
es uns, daB beim ,,Vegetarianer“ Kaninchen schon in relativ 
geringen Mengen von Harn Uroporphyrin spektroskopisch nach- 
gewiesen werden konnte in Form des Methylesters, 

Ks ist uns eine angenehme Pflicht der Hajime Hoshi- 
Stiftung fiir die Zuwendung namhafter Mittel, mit Hilfe derer 
die vorliegende Untersuchung teilweise durchgefiihrt wurde, 
unsern verbindlichsten Dank auszusprechen. 


Bemerkung zum Artikel von 0. Schumm.’) 


»hichtigstellung zur Abhandlung von H. Fischer und 
K. Schneller: 


Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine IIL“ 


Diese Abhandlung ist in erster Linie eine Richtigstellung von 
Schumms eigenen Ausfiihrungen (Diese Zs. Bd. 126, S. 171). Die nun- 
mehr angefiihrte Literatur ist frither offenbar der Kiirze halber weg- 
gelassen worden. Von Schumm wird dann weiter behauptet, da8 wir 
Ausspriiche gemacht hiitten, als ob wir die von Schumm erarbeiteten, 
beweisenden Feststellungen ,,Garrod‘ zuschreiben wollten. Wer 
unsere Originalabhandlung (Diese Zs. Bd. 130, S. 310) nachliest, wird 
ohne Schwierigkeiten erkennen, daB dies nicht der Fall ist, insbesondere 
wenn man noch die gleichzeitig erschienene Abhandlung in der Miinch. 
Mediz. Wochenschr. Bd. 36, S. 1143 nachliest, wo deutlich verzeichnet 
ist: ,,Diese Untersuchung von Garrod ist neuerdings von Schumm 
nach der Methode von Saillet in vollem Umfange bestitigt worden 
und yon Schumm ist auch zuerst der Schlu8 gezogen worden, daB 
Koproporphyrin im normalen Harn vorkommt.“ Was die bei Schumm 
offenbar besonders Ansto8 erregende Stelle: ,,Das normale Vorkommen 





) Diese Zs. Bd. 133, S. 298 (1924). 
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des Koproporphyrins im Harn, das Garrod zuerst bewiesen hat, scheint 
uns auch wichtig zu sein fiir die Beurteilung der Porphyrinurie“, be. 
trifft, so hat Schumm diesen Satz total miBverstanden. Hier hap. 
delt es sich um die Frage, ob das Koproporphyrin ein normales, inter. 
mediiires Stoffwechselprodukt ist oder nicht. Hieriiber hat Schumm 
iiberhaupt nicht gearbeitet. Er vermift bei fleischfreier Kost Kopro. 
porphyrin im Harn. Der neuerliche Nachweis, da8 Koproporphyrin auch 
im Vegetarierharn und -kot enthalten ist, wurde von uns erbracht 
in Bestitigung der alten Befunde Garrods, die mit deshalh 
Fug und Recht an erster Stelle zitiert sind. Fiir das Zustandekommen 
der Porphyrinurie und deren Auffassung als krankhafte Vermehrung 
eines physiologischen Vorganges, kommt natiirlich nur der Nachweis 
des Koproporphyrins als intermediires Stoffwechselprodukt, d. h. im 
Vegetarierharn und -kot in Betracht. Fiir die 8. 11 aufgestellte Theorie 
des Zusammenhangs zwischen Porphyrin im Harn und Harnfarbstoff ist 
die Frage, ob in jedem Harn und Kot Porphyrin vorhanden ist, grund. 
legend. Durch negative Befunde wire diese Theorie stark erschiittert. 

Fiir die publizistische Art Schumms seien zwei Siitze aus seiner 
, Richtigstellung einander gegeniibergestellt: 

Seite 301: 

Die Genannten (Fischer und Schneller) haben leider nicht 
beachtet, daB Parallelversuche, in denen ich die Methode Garrods 
angewandt habe, mehrfach dasselbe negative Ergebnis brachten.“ 

Seite 303 (FuBnote): 

»sie (die Untersuchung) verzégert sich begreiflicherweise durch 
die Schwierigkeiten, die der méglichst quantitativen Gewinnung des 
Rohporphyrins aus normalem Harn u. a. entgegenstehen. Garrods 
und andere gebriuchliche Fallungsmethoden geniigen den An- 
spriichen nicht in dem gewiinschten Mabe.“ 

Ein weiteres besonders instruktives Beispiel ist folgendes: Schumm 
hat direkt nach seiner Richtigstellung eine 1. Mitteilung ,,Uber Por 
phyrinbildung aus Fleisch“ gebracht und darin stehen folgende Siitze: 
Diese Zs. Bd. 130, 8. 309: 

Auch in faulendem Fleisch lieB sich unter den von mir gewiihlten 
Versuchsbedingungen Koproporphyrin nicht nachweisen, wohl aber in 
wechselnden (teilweise ganz betrichtlichen) Mengen ein porphyrinartiger 
Farbstoff von abweichendem Verhalten, der dem kiirzlich von mir aus 
Blut gewonnenen Farbstoff ihnlich, wenn nicht sogar damit identisch ist.” 

Eine Seite spiiter fahrt der Autor fort: 

»Beachtenswert erscheint mir hierbei der Umstand, dai aus 
Fleisch anscheinend ziemlich leicht jenes andere von mir gefundene 
Porphyrin (s. unten) entstehen kann, das bis jetzt unter solchen Ver 
suchsbedingungen noch nicht beobachtet worden sein diirfte und 
sicher nicht die Eigenschaften des Koproporphyrins hat.“ 
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Fiir jeden Leser kann es hiernach kaum einem Zweifel unterliegen, 


| da8 Schumm den Anschein erwecken will, der Entdecker dieses Por- 
1 phyrins *) zu sein. Der Plan der von Schumm durehgefiihrten Arbeit 
' jst aber bereits in der Mitteilung von H. Fischer und Schneller 
] (diese Zs. Bd. 130, S. 306) enthalten. Ich zitiere hieraus: ,,Man miibte 
' das Fleisch durch Faulnis total zerstéren und dann wiire ja eventuell 
: vorhandenes Koproporphyrin neben Kiimmerers Porphyrin leicht 
spektroskopisch zu erkennen.‘’ Aber auch experimentell ist dieses voraus- 
| gesehene Resultat von uns bereits vor Schumm veréffentlicht worden. 


In der von Schumm oft zitierten Abhandlung aus der Miinchener 


; Medizinischen Wochenschrift (1923, 8S. 1143) ist folgender Satz enthalten: 


» -.»- da es uns gelungen ist, durch Fiiulnis von Fleisch neben 
Kimmerers Porphyrin deutlich den spektroskopischen Befund des 
Koproporphyrins zu erhalten.“ 

Ebenso findet sich in dem Handbuch der Biochemie (2, Aufl., Bd. 1, 


| 1923, $. 402) folgende Anmerkung: ,,Muskelsubstanz, Leber, Lunge usw. 
_ geben nach Faulnis und Aufarbeitung ... denselben spektroskopischen 


sefund (Kiimmerers Porphyrin und Koproporphyrin in Ather neben- 


; einander).“ 


Ferner im Text S. 369 der Satz: ,,... wohl aber gibt normale 


| Leber nach mehrtiigiger Fiiulnis spektroskopisch intensiv Kimmerers 
' Porphyrin neben wenig Koproporphyrin.“ 


Das ,,Handbuch* diirfte Herrn Schumm mindestens bei der Kor- 


| rektur vorgelegen haben. 


Zusammenfassend konstatiere ich, daS die 1. Mitteilung Schumms 


_ tber Porphyrinbildung aus Fleisch weder im Plan noch im Resultat 
| originell ist. Originell ist nur das Nichtuuffinden des Koproporphyrins; 
| ich nehme an, daB Herrn Schumm dies noch gelingen wird. 


Als Kuriosum méchte ich zum SchluB noch erwihnen, daB Herr 


Schumm in der zitierten Abhandlung zur Extraktion der Porphyrine 


OF 


| 25°/jige Salzsiure verwendet, obwohl er (diese Zs. Bd. 132, S. 71) aus- 
| driicklich auf das Bedenkliche dieses Verfahrens hinweist. Herr Schneller 
und ich haben immer mit 5°/, iger Salzsiure extrahiert und die an uns 
| gerichteten guten Ratschlige hitte Herr Schumm besser selbst be- 
folgen sollen. 


Experimenteller Teil. 


Normaler Harnfarbstoff. 
Als Ausgangsmaterial dienten 1600 Liter normalen, eiweib- 


' freien Harns. Der Harn wurde in den Fabrikraumen der 


ees 





') Anm. bei Korrektur: Die soeben (diese Zs. Bd. 135, 8S. 95 [1924]) 
| erschienene Arbeit von List bestiitigt wieder unzweifelhaft diese Absicht. 
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Firma Kalle & Co. unter Aufsicht von Herrn Dr, Bartholo. 
maius im Vakuum eingedampft, die wiederholt in gréBerep 
Mengen sich abscheidenden Krystallmassen abgesaugt und dey 
schlieBlich restierende braune, zihe Riickstand uns zugesandt, 


Von dem Sirup wurde immer je 1 kg in kleineren Por. 
tionen gegen destilliertes Wasser dialysiert unter oftmaligen 
Wechseln der AuBenfliissigkeit’ Zum Schutz gegen Fiulnis 
wurde mit Toluol iiberschichtet und es wurde so lange dialy- 
siert, bis eine Probe der herausgenommenen Fliissigkeit beim 
Versetzen mit Salzsiure einen Niederschlag abschied. (Die 
Dialyse wurde in kalten Riumen vorgenommen.) Wenn dieser 
Punkt erreicht war, wurde die Dialyse unterbrochen und der 
ganze Ansatz mit Salzsiure gefallt. Es schieden sich dam 
sofort dunkelbraune Flocken aus, die nach Stehen iiber Nacht 
sich an den Boden setzten, so daB der gréBere Teil der braun. 
gefirbten Mutterlauge abdekantiert werden konnte. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt und mit Wasser gewaschen. 
Der lufttrockene Niederschlag wurde nochmals mit verdiinntem 
Ammoniak in Lésung gebracht und die stark verdiinnte Lésung 
wieder mit verdiinnter Salzsiure gefillt, abgesaugt und mit 
Wasser bis zum Verschwinden der Chlorionen Reaktion ge- 
waschen. An trockner Substanz wurde dann aus 1 kg Aus 
gangsmaterial 3 g trockner Farbstoff erhalten. Dieser erwies 
sich in Wasser, Alkohol, Aceton, Chloroform, Eisessig, Benzol, 
Essigester, Pyridin schwer léslich, leicht in Ammoniak, auch 
in konzentrierter Salzsiiure list sich die Substanz betrichtlich, 
in der Hitze, in Wasser, Kisessig und Pyridin etwas lislich. 


Da alle Krystallisationsversuche der Substanz scheiterted, 
wurde der Kérper in amorphem Zustande analysiert. 


4,53 mg Substanz gaben 0,434 ccm N (21°, 751 mm), N = 11°/. 


6,295 mg __,, » 0,240 mg Asche = 3,81). 

8,832 mg __,, »  1,317mg BaSO,, mithin ein Schwefelgehalt 
von 2,05°/,. 

8,357 mg __s, , 0,206 mg Asche = 2,46°%/, u. 15,972 mg C0, 


und 7,552 g Wasser, mithin 52,09°/, C, 6,1°/, H. 


Die Ausbeute betrug alles in allem 50 g. Da diese Aus- | : 
beute auffallend groB ist, wurde bestimmt, wie vielen Liter 
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| normalen Harns diese 50 g ungefaihr entsprechen. Es wurden 
| deshalb 0,0792 g Farbstoff in 20 ccm n/10-Ammoniak auf- 
; gelést, auf 100 ccm verdiinnt und hiervon Proben entnommen 
q und so lange verdiinnt, bis sie die gleiche Farbintensitit 
 zeigten, wie frischer Harn. Es stellte sich dann heraus, daf 
5 cem 66 ccm Harn entsprechen, also 0,0798 g 1320 ccm Harn 
- und auf die Gesamtausbeute von 50 g = 827 Liter frischen 
' Harn. Es muB jedoch hervorgehoben werden, daB ein exakter 
q Vergleich nicht méglich ist, da der Harn eine gelbliche Farbe 
besitzt, die Lésung des Farbstoffes eine braunrotstichige. Es 
' miissen also trotz dieser schonenden Art der Verarbeitung 
' doch sekundire Verinderungen eingetreten sein und es ist 
natiirlich auch nicht ausgeschlossen, daB bei der Art der Ver- 
| arbeitung die Oxyproteinsiurefraktion teilweise mit in dem 
Farbstoff enthalten sein kénnte. 


Zur weiteren Charakterisierung wurde der Farbstoff in 


| Ammoniak gelést, die Lésung iiber Schwefelsiure im Vakuum 
_ eingedampft und der schwarzbraune Niederschlag nach Trocknen 
' bis zur Konstanz einer Stickstoffbestimmung unterworfen. 


2,85 mg Substanz gaben 0,212 cem N (20°, 753 mm). 
Hieraus errechnet sich ein Stickstoffgehalt von 12,2 °/,. 
Durch Auflésen in Wasser und Fallen mit Kupfersulfat, 


baw. Silbernitrat, wurde ein kupferhaltiger, bzw. silberhaltiger 
| Niederschlag gefillt. Nach den Analysen handelte es sich um 
_ Aufnahme von 1 Atom Kupfer, bzw. 2 Atomen Silber. 


Analyse der Kupferfillung: 


16,87 mg Subst. bei 110° getrocknet gab. 1,445 mg CuO =6,84°/, Cu. 
Die Silberfallung wurde bei 120° getrocknet: 
26,35 mg Substanz gaben 4,91 mg Ag,O = 17,35°/, Ag. 


Hydrolyse des Harnfarbstoffes. 


; 7 g feingepulverter Harnfarbstoff wurden in Ammoniak 
: gelist und die Lésung zuerst unter Kiihlung, dann ohne solche 
: mit Chlorwasserstoff gesittigt. Hierbei scheidet sich zuerst 
- § ime dicke Masse ab, die aber spiiter fast vollig wieder in 
Lisung geht. Nach 1 tégigem Stehen wurde 16 Stunden unter 
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RiickfluB auf dem Wasserbade erhitzt. Nach Erkalten wurde 
von ausgeschiedenen schwarzen Substanzen iiber Asbest ab. 
gesaugt und das schwarzbraun gefirbte Filtrat im Vakuuy 
zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde mit Wasser 
aufgenommen und die Fliissigkeit im Exsiccator iiber Calcium. 
chlorid und Natronkalk eindunsten gelassen. Nach einige) 
Tagen wurde die dicke schwarze Masse mit Wasser aut. 
genommen und von wenig schwarzen Substanzen abfiltriert, 
Das Filtrat ist rétlichbraun gefirbt. Es wurde nach Zugabe 
von Schwefelsiiture mit einer wiibrigen Loésung von Phosphor. 
wolframsiiure versetzt. Der Phosphorwolframsiiureniederschlag 
wurde abgesaugt und mit verdiinnter Schwefelsiiure gewaschen, 


Priifung auf Monoaminosiuren. 
oD 


Das Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag war 
fast wasserhell gefiirbt. Unter Riihren wurde feingepulverter 
Baryt bis zur alkalischen Reaktion eingetragen, abgesaugt und 
der Niederschlag noch einigemal mit kochendem Wasser nach- 
gewaschen. Durch die vereinigten Filtrate wurde iiber Nacht 
Luft durchgesaugt, um etwa vorhandenes Ammoniak zu _ ver- 
treiben. Dann wurde die Fliissigkeit mit Kohlendioxyd 
gesittigt, aufgekocht, filtriert und im Vakuum eingeengt. 
Hierbei scheiden sich biischelf6érmige Nadeln vom Aussehen 
des Tyrosins ab. Sie wurden abgesaugt und aus Wasser un- 
krystallisiert. 

5,109 mg Substanz gaben 0,364 cem N (17°, 709 mm). 

C,H,,0,N Ber. N 1,73°/, 
Gef. ,, 1,82 

Das Filtrat zeigt beim weiteren Eindunsten Krystalle vom 
Aussehen des Leucins, mit Stachel besetzte Kugeln. Mit Hille 
von Kupferoxyd konnte keine weitere Aminosiure isoliert 
werden. 


Priifung auf Hexonbasen. 


Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde mit Aceton 
angerieben und mit Barythydratlésung bei 60° zerlegt. Dann 
wurde von Bariumphosphorwolframat abgesaugt und der 
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'Niederschlag mit kochendem Wasser ausgewaschen. Durch 
‘die vereinigten Filtrate wurde iiber Nacht zur Verdringung 
-des Ammoniaks Luft gesaugt. Dann wurde das Barium durch 
yerdiinnte Schwefelsiure quantitativ ausgefallt, von Barium- 
‘sulfat abgesaugt und letzteres mit kochendem Wasser aus- 
| gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit Schwefelsiure 
 angesiiuert, auf dem Wasserbade erwiirmt und so lange Silber- 
‘nitrat eingetragen, bis eine Probe der Fliissigkeit mit Baryt- 
' wasser einen braungelben und nicht mehr weiBen Niederschlag 
erzeugte. Nach Abkiithlen auf etwa 40° wurde die Fliissigkeit 
| mit feingepulvertem Baryt gesattigt, der braune Niederschlag 
" abgesaugt, vom Filter genommen, mit Barytwasser verrieben, 
' wieder abgesaugt und mit Barytwasser nachgewaschen. 


Priifung auf Lysin. 
Das viel Bariumhydroxyd enthaltende Filtrat wurde samt 


| Waschwasser mit Schwefelsiiure angesiiuert, das Bariumsulfat 
abgesaugt und mit heiBem Wasser nachgewaschen. Das Filtrat, 
' welches noch Silber enthielt, wurde im Vakuum auf ein kleines 
| Volumen eingeengt, dann das Silber mit Schwefelwasserstoff 
' ausgefallt, filtriert und der Schwefelwasserstoff durch Stickstoff 
_vertrieben. Hierauf wurde die Flissigkeit im Vakuum stark 
| eingeengt, und mit einer konzentrierten Lésung von Phosphor- 
_ wolframsiure versetzt. Es entstand nur ein geringer Nieder- 
schlag. Er wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen, mit 
5°) iger Schwefelsiiure verrieben, wiederum abgesaugt und ge- 
waschen. Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde mit 
_ Barytwasser zerlegt, das Bariumphosphorwolframat abgesaugt 
| und hei ausgewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit 
_ Kohlendioxyd gesattigt, das Bariumcarbonat abgesaugt, das 
 Filtrat stark eingeengt, von neuerdings ausgeschiedenem 
| Bariumearbonat abgesaugt und das Filtrat im Vakuum zur 
' Trockne gebracht. Der Riickstand wurde mit heifem Wasser 
aufgenommen, filtriert und im Vakuum zur Trockne verdampft. 
Der jetzt verbleibende Riickstand wurde mit Alkohol + Wasser 
: wufgenommen, filtriert und im Exsiccator eingedunstet. Der 
gelhe schmierige Riickstand wurde mit Alkohol aufgenommen 
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und mit alkoholischer Pikrinsiure versetzt. Es konnte jedoch | 
kein Lysinpikrat in nennenswerter Menge isoliert werden. 


Prifung auf Histidin und Arginin. 


Der braune Niederschlag, welcher durch Zusatz von Baryt. 
hydrat zu der mit Silbernitrat versetzten Lésung gewonnen 
worden war, wurde vom Filter genommen, in Wasser feiy 
suspendiert, mit Schwefelsiure angesiuert und in die schwefel. 
saure Fliissigkeit Schwefelwasserstoff zum Ausfillen des Silbers 
eingeleitet. Dann wurde filtriert und der Schwefelwasserstof 
durch Luft vertrieben, Die Flissigkeit wurde mit Barytwasser 
neutralisiert, filtriert und mit Bariumnitratlésung  versetzt, 
Hierauf wurde mit Silbernitratlésung versetzt, bis eine Probe 
der Flissigkeit mit Barytwasser einen braungelben und nicht 
mehr weiBen Niederschlag erzeugte. Die Fiissigkeit wurde 
hierauf mit Barytwasser bis zur alkalischen Reaktion versetut, 
der Niederschlag abgesaugt und ausgewaschen. 


Prifung auf Histidin. 


Der durch Zusatz des Barytwassers erhaltene Niederschlag 
wurde vom Filter genommen, mit 5°/, iger Schwefelsiure an- 
gerieben, in die Fliissigkeit Schwefelwasserstoff eingeleitet, ab- 
gesaugt und mit kochendem Wasser ausgewaschen, Die ver- 
einigten Filtrate wurden im Vakuum auf 20 ccm eingeengt 
und mit Quecksilbersulfatlésung (hergestellt aus 3,8 g gelbem 
Quecksilberoxyd und 25 ccm 15 Vol. °/,iger Schwefelsiure) in 
geringem UberschuB versetzt. Am nichsten Tage wurde von 
dem reichlich entstandenen Niederschlag abfiltriert (das Filtrat 
gibt mit sodaalkalischer Diazobenzolsulfosiurelésung keine Rot- 
firbung mehr, die Fallung war also quantitativ) der Nieder- 
schlag ausgewaschen, mit Wasser angerieben, durch Schweiel- 
wasserstoff zerlegt, filtriert, Schwefelwasserstoff vertrieben, mit 
Barytwasser zur alkalischen Reaktion versetzt, Kohlendioxyd 
eingeleitet, erhitzt, filtriert und das Filtrat im Vakuum zu 
Trockne gebracht. Der Riickstand wurde mit heiBem Wasser 
aufgenommen, filtriert und zur heiBen wiBrigen Lisung eine 
heiBe alkoholische Lisung von Pikrolonsiure gegeben. Nach 
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ch kurzer Zeit schied sich das Histidin—Pikrolonat ab. Es wurde 
abgesaugt, gewaschen und getrocknet. Ks schmolz bei etwa 
> 230° (nach Literaturangabe 232° bei raschem Erhitzen). 

















2,995 mg Substanz gaben 0,632 cem N (18°, 723 mm). 

yt C,,H,,0;N; Ber. N 28,449, 
a Gef. ,, 23,55 i 
1 ‘ 
el. Priifung auf Arginin. 
ns Das Filtrat vom Histidinsilber wurde mit feingepulvertem 
of fF Bariumhydroxyd gesittigt, der Niederschlag abgesaugt, vom , 
er fF Filter genommen, mit Barytwasser angerieben, abgesaugt und 
at, FP ausgewaschen. Der Niederschlag wurde hierauf mit 5°/, iger f 
be F Schwefelsiure angerieben, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, fil- 
ht F triert, der Niederschlag ausgekocht und ausgewaschen. Die ; 
de F vereinigten Filtrate wurden vom Schwefelwasserstoff befreit, 
ut, : mit Barytwasser bis zur alkalischen Reaktion versetzt, Kohlen- 

a dioxyd eingeleitet, erhitzt, filtriert, im Vakuum zur Trockne 

 gebracht, der Riickstand mit kochendem Wasser aufgenommen, | 

 filtriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockne gebracht. 
ag e Der jetzt verbleibende Riickstand wurde mit heiBem Wasser 
i: . aufgenommen, die Flissigkeit filtriert und zur heiBen Lésung 
b- a eine heiBe alkoholische Lésung von Pikrolonsiure gegeben. 
™ — Ks fillt bald ein gelber Niederschlag aus, welcher abgesaugt, : 
gt F gewaschen und getrocknet wurde. Schmelzpunkt des aus 
m — heiSem Wasser umkrystallisierten Kérpers 225° (Schmelzpunkt 
in _ nach Literaturangabe 225°). Die Analyse ergab jedoch einen 
mn F etwas zu geringen Stickstoffwert, doch zeigte der Kérper mit 
at F Argininpikrolonat keine Schmelzpunktdepression. [ 
. 
1 — Ilsolierung des braunen Farbstoffes aus dem Harn | | 
1 F von Petry. sf 
it Der nach dem Versetzen mit Hisessig und Filtrieren noch 
(dF intensiv braun gefarbte Harn — vor dem Zusatz des Kis- 
ni essigs ist der Harn schén rot gefarbt — wurde mit Aluminium- 4 
er hydroxyd einige Zeit gerihrt, dann nach dem Absetzen des at 
ne Niederschlags der Hauptteil der Flissigkeit abgehebert — der i 
sh Harn ist nach dieser Behandlung so hell gefirbt, wie normaler iy 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVII. 14 : 
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Harn — der tiefbraun gefairbte Aluminiumhydroxydniederschlag 
abgesaugt, abgepreBt und mit Wasser gewaschen. Hieray} 
wurde er mit Ammoniak 2 Stunden geschiittelt und die ammo. 
niakalische Fliissigkeit vom Aluminiumhydroxyd durch 4). 
saugen und Abpressen getrennt. Das nur noch schwach ge. 
farbte Aluminiumhydroxyd wurde dann noch einer zweitey 
Behandlung mit Ammoniak unterworfen. Die  vereinigtey, 
klaren, tiefbraun gefirbten ammoniakalischen Lésungen wurdey 
im Vakuum zur Trockne verdampft, der Kolbenriickstand mit 
wenig Wasser aufgenommen, worin er sich bis auf Spuren 
vollstiindig léste, filtriert und mit Salzsiure bis zur schwach 
kongosauren Reaktion versetzt. Nach einigem Stehen wurde 
filtriert, der Filterriickstand mit Wasser gewaschen und zuerst 
im Vakuum iiber Chlorcalcium bei gewohnlicher Temperatu 
dann im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd und Atzkali bei 100! 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

6,400 mg Substanz gaben 0,125 mg Asche, 11,530 mg CO, uni 
3,515 mg H,O. 

5,646 mg Substanz gaben 0,554 ccm N (20°, 721 mm). 

21,020 mg . » 4,380 mg BaSQ,. 

7,485 mg is » 1,485 mg BaSQ,. 

Gef. Asche 1,9°/, C 49,15°/, H 6,14°/, N 10,85, S 2,86, 2,73"), 


Die Asche ist hellgrau und gibt mit Wasser befeuclhitet 
keine alkalische Reaktion, vermutlich Kieselsiure. 

Beim Verreiben mit Pyridin geht der braune Farbstoli 
allmihlich mit brauner Farbe in Lésung; im iibrigen sind die 
Léslichkeitsverhiltnisse durch analog den 8. 21 beschriebenen 
des Harnfarbstofis. 


Vergleich der Farbe von normalem Harn mit Petry: 
harn. 


Der nach Versetzen mit Eisessig und Abfiltrieren des aus- 
geschiedenen Porphyrins durch den noch vorhandenen braune? 
Farbstoff intensiv gefiirbte Harn wurde mit Wasser verdiinnt. 
Die Farbe ist gleich der des normalen Harns mit einem Stich 
ins Rétliche; die rétliche Farbung ist offenbar bedingt durch 
das noch Vorhandensein von Porphyrin. 
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Hydrolyse des braunen Farbstoffes aus dem Harne 
von Petry. 


9 g fein zerriebener Farbstoff wurde in 400 ccm Wasser 
aufgeschlimmt und nachdem die Suspension itiber Nacht ge- 
standen, mit Chlorwasserstoff unter Kiihlung gesittigt. Es 
tritt hierbei vollstiindige Lésung ein. Nach 24 stiindigem Stehen 
wurde auf dem Wasserbade 19 Stunden unter RiickfluB erhitzt, 
dann im Olbad weitere 10 Stunden unter RiickfluB gekocht 
Olbadtemperatur 145—150°%. Nach 12stiindigem Stehen 
wurde tiber Asbest abgesaugt und der Riickstand samt Asbest 
Smal mit Wasser ausgekocht (der Asbestniederschlag zeigt 
nach Liésen in Ammoniak keinen spektroskopischen Befund). 
Die vereinigten salzsauren Filtrate wurden im Vakuum zur 
Trockne gebracht. Die oben erwahnten salzsauren Filtrate 
geben nach starkem Verdiinnen mit Wasser folgendes spektro- 
skopisches Bild: 

597,9—589,9 ;  557,0—542,0 ; nach noch stirkerem Verdiinnen 

593,9 549,5 
mit Wasser 597,4—590,9; niichster Streifen erkennbar aber nicht ab- 
5941 
lesbar; 557,5—542,7 ; Endabsorption 490. 
550,1 














Wird die salzsaure Lésung mit konzentrierter Salzsiure 
versetzt (1 Vol. Lésung auf 2 Vol. konzentrierter Salzsiure) und 
mit 25°/,iger Salzsiiure verdiinnt (der Salzsiiuregehalt der 
Lisung betrigt dann etwa 25°/,), so zeigt sich folgendes spektro- 
skopisches Bild: 


602,6—-593,8 ; 562,4—546,6 ; Endabsorption 505. 
Sill oceecilll cometemeennadicaeeethameaeediaete 
598,2 554,5 





Die spektroskopischen Werte stimmen leidlich auf Uro- 
porphyrin. Die zur Trockne verdampften Filtrate wurden mit 
Wasser aufgenommen, filtriert und der Filterriickstand 4 mal 
mit Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate sind rotbraun 
gefirbt, zeigen jedoch kein Porphyrinspektrum, das Porphyrin 
muS also im Filterriickstand stecken (Verarbeitung dieses 


Riickstandes auf Porphyrine siehe spiter). Die Filtrate wurden 
14* 
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im Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand in 500 ccy 
5°/, iger Schwefelsiure gelést die Flissigkeit filtriert (es bli} 
nur ein ganz minimaler Riickstand) und mit 30g in wenig 
Wasser gelister Phosphorwolframsiure versetzt. Der Phosphor. 
wolframsiureniederschlag wurde abgesaugt und mit 5°) ige, 
Schwefelsiure nachgewaschen. 


Prifung auf Monoaminosiure. 


Das Filtrat von dem entstandenen Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag wurde mit festem Bariumhydroxyd bis zur alka. 
lischen Reaktion versetzt. Dann wurde abgesaugt, nach. 
gewaschen und aus dem Filtrat das Barium durch Schwefel- 
siure quantitativ ausgefallt. Vom Bariumsulfat wurde ab. 
gesaugt und das Filtrat im Vakuum fast ganz zur Trockne 
gebracht. Mit Wasser verdiinnt wieder eingedampft und dies 
einigemale wiederholt, um den Chlorwasserstoff méglichst zu 
vertreiben. Dies war jedoch nicht vollstindig méglich. Ks 
hinterblieb ein briaunlichgelber Sirup. Um den Chlorwasser- 
stoff vollstiindig zu entfernen, wurde nach Verdiinnen it 
Wasser mit frisch gefilltem Silbercarbonat digeriert bis zum 
Verschwinden der Kongoreaktion. Dann wurde abgesaugt, mit 
kochendem Wasser ausgewaschen, und aus dem _ vereinigten 
Filtrate das Silber durch Schwefelwasserstoff ausgefillt. Das 
Silbersulfid wurde abgesaugt, mit Wasser ausgekocht und die 
vereinigten Filtrate nach Entfernen des Schwefelwasserstotis 
im Vakuum eingeengt. Es scheiden sich hierbei Krystalle 
aus, welche unter dem Mikroskop das typische Aussehen you 
Tyrosin zeigen (biischelférmige Nadeln’. Sie wurden aus Wasser 
umkrystallisiert. 


4,053 mg Substanz gaben 0,269 ccm N (17°, 725 mm). 
Gef. ,, 7,45 


Die Mutterlauge von den ausgeschiedenen Tyrosinkrystallen 
wurde weiter eingeengt. Hierbei schieden sich Krystalle aus, 
welche unter dem Mikroskop die Form von Leucinkrystalleu 
zeigten. 
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Priifung auf die Hexonbasen. 


Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde in 100 ccm 
Aceton aufgeschlammt und iiber Nacht mit Barytwasser ge- 
schiittelt. Am nachsten Tage wurde bei 60° noch vollstindig 
mit Atzbaryt zerlegt. Der Bariumphosphorwolframatnieder- 
schlag wurde abgesaugt, nochmals mit Barytwasser angerieben, 
mum Kochen erhitzt, abgesaugt und mit heiBem Wasser nach- 
sewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit Schwefelsiure 
eben angesiuert, das Bariumsulfat abgesaugt, ausgewaschen und 
die Filtrate im Vakuum auf ein kleineres Volumen gebracht. Die 
Flissigkeit wurde hierauf mit Schwefelsiure angesiuert, auf 
dem Wasserbade erhitzt und so lange Silbernitrat eingetragen, 
bis ein Tropfen der Fliissigkeit mit Barytwasser einen braun- 
gelben und nicht mehr weiBen Niederschlag erzeugte. Nach 
Abkithlen auf 40° wurde mit feingepulvertem Bariumhydroxyd 
gesittigt, der Niederschlag abgesaugt, mit Barytwasser an- 
gerieben, wieder abgesaugt und mit Barytwasser nachgewaschen. 


Priifung auf Lysin. 
Das Filtrat vom Silberniederschlag des Histidins und Ar- 


ginins wurde mit Schwefelsiure ganz schwach sauer gemacht, 
im Vakuum eingeengt, Schwefelwasserstoff eingeleitet, wodurch 


jedoch keine Fallung erzeugt wurde, abgesaugt und nach- 


gewaschen. Die Filtrate wurden nach Vertreiben des Schwefel- 
wasserstoffs mit so viel Schwefelsiure versetzt, daB die Lésung 
etwa 5°/,ig war und mit 10g in Wasser geléster Phosphor- 
wolframséure versetzt. Es entsteht ein verhiltnismaBig ge- 
ringer Niederschlag. Am nichsten Tage wurde abgesaugt, der 
Niederschlag mit Schwefelsiure nochmals angerieben, abgesaugt 
und mit Schwefelsiiure ausgewaschen. Der Phosphorwolfram- 
siureniederschlag wurde in Aceton aufgeschlimmt und bei 
60° mit Barytwasser zerlegt. Das Bariumphosphorwolframat 
wurde abgesaugt und mit Barytwasser nachgewaschen. Die 
vereinigten Filtrate wurden mit Kohlendioxyd gesittigt, ein- 
geengt, abgesaugt und nachgewaschen. MHierauf wurde im 
Vakuum zur Trockne gebracht, mit heifem Wasser aufgenommen, 
iltriert, das Filtrat im Vakuum zur Trockne gebracht und 
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dies einigemal wiederholt. SchlieBlich hinterbleibt ein braun. 
gelber harziger Riickstand. Beim Verreiben mit alkoholischey 
Pikrinséure konnte kein krystallisiertes Lysinpikrat gewonney 
werden. Es wurde daher alles mit 5°/, iger Schwefelsiiure in 
der Hitze zerlegt und die Pikrinsiure durch Ausithern ent. 
fernt. Die schwefelsaure Fiissigkeit gibt mit Phosphor. 
wolframsiure einen verhialtnismiBig geringen Niederschlag, 
Durch diesen Befund ist das Vorliegen von geringen Mengen 
Lysin wohl wahrscheinlich gemacht, aber nicht bewiesen. 


Priifung auf Histidin und Arginin. 


Der durch das Bariumhydroxyd erhaltene Silbernieder- 
schlag des Histidins und Arginins wurde fein zerrieben, in 
Wasser aufgeschlimmt, mit Schwefelsiure angesiuert und mit 
Schweflwasserstoff gesittigt. Der Niederschlag wurde ab. 
gesaugt, mit kochendem Wasser ausgewaschen, aus dem Filtrat 
der Schwefelwasserstoff entfernt, dann mit Barytwasser genau 
neutralisiert, Bariumnitrat zugegeben, abgesaugt und aus. 
gewaschen. MHierauf wurde die Fliissigkeit im Vakuum auf 
ein kleines Volumen gebracht. Die das Histidin und Arginin 
enthaltende Fliissigkeit wurde mit Salpetersiure angesiuert, aut 
dem Wasserbade erwirmt und mit Silbernitrat so lange versetzt, 
bis 1 Tropfen der Fliissigkeit mit Barytwasser einen braun- 
gelben und nicht mehr weifen Niederschlag hervorrief. Dann 
wurde die Fliissigkeit mit Barytwasser bis zur nur noch schwach 
sauren Regktion versetzt und nun Bariumcarbonat zugegeben, 
wobei ein brauner Niederschlag entstand. Fliissigkeit samt 
Niederschlag wurde aufgekocht, nach Erkalten abgesaugt und 
mit bariumhydroxydhaltigem Wasser nachgewaschen. 


Prifung auf Histidin. 


Der durch Zusatz des Bariumcarbonates erhaltene Nieder- 
schlag wurde mit Schwefelsiiure angerieben, erwirmt und die 
Flissigkeit mit Schwefelwasserstoff gesiittigt. Vom Niederschlag 
wurde abgesaugt und nachgewaschen. Das Filtrat gab, nach- 
dem der Schwefelwasserstoff entfernt worden war, mit soda- 
alkalischer Diazobenzolsulfosiure eine schén rote Farbung. 


~ 
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Es wurde im Vakuum eingeengt und mit schwefelsaurer Queck- 
silbersulfatlésung (hergestellt aus 3,8 g gelbem Quecksilberoxyd, 
celist in 25 ccm 15 Vol. °/, iger Schwefelsiure) in geringem 
{iberschuB versetzt. Es entsteht ein sebr betrichtlicher Nieder- 
schlag der Quecksilberverbindung des Histidins. Die Ver- 
bindung wurde abfiltriert, ausgewaschen, mit Wasser angerieben 
' und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Quecksilbersulfid 
q wurde abgesaugt und ausgewaschen. Aus dem Filtrat wurde 
der Schwefelwasserstoff ausgetrieben, die Flissigkeit mit Baryt- 
wasser alkalisch gemacht, mit Kohlendioxyd gesittigt, erhitzt 
und vom Niederschlag abgesaugt. Das Filtrat wurde im 
' Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand mit hei&em 
- Wasser aufgenommen, filtriert und durch Schwefelsiure die 
letzten Spuren des Bariums entfernt. Die Fliissigkeit wurde 
filtriert, im Vakuum eingeengt und zur heiBen wiBrigen Lésung 
- eine heiBe alkoholische Lésung von Pikrolonsiiure zugegeben. 
Der entstandene gelbe Niederschlag wurde abgesaugt und aus 
Wasser umkrystallisiert. Er zeigte dann den richtigen Schmelz- 
| punkt von 230° 











Priifung auf Arginin. 


3 Das Filtrat von dem durch Bariumcarbonat erzeugte Nieder- 
schlag wurde mit festem Bariumhydroxyd gesittigt, dann ab- 
gesaugt, der Niederschlag mit Barytwasser angerieben, abgesaugt 
und ausgewaschen. Der Niederschlag wurde hierauf mit 
Schwefelsiure zur sauren Reaktion angerieben und mit Schwefel- 
_ wasserstoff gesittigt. Der Niederschlag wurde abgesaugt und 
_ ausgewaschen. Hierauf wurde das Filtrat, nachdem der Schwefel- 
_ wasserstoff vertrieben war, mit Barytwasser alkalisch gemacht, 
: die Flissigkeit mit Kohlendioxyd gesiittigt, vom Niederschlag 
abgesaugt und dieser ausgewaschen. Die vereinigten Filtrate 
wurden im Vakuum auf ein geringes Volumen gebracht, die 
letzten Spuren vom Barium durch Schwefelsiure entfernt, das 
Bariumsulfat abgesaugt, das Filtrat im Vakuum eingeengt und 
die heiBe wiBrige Liésung mit heiBer, alkoholischer Pikrinsiure- 
_ losung versetzt. Es entstand ein gelber Niederschlag von 
Argininpikrolonat, welcher abgesaugt, gewaschen und ge- 
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trocknet wurde. Er zeigte den richtigen Schmelzpunkt yoy 
225°. Auch hier ergab die Analyse einen etwas zu niederey 
Stickstoffwert. 


Untersuchung der bei der Hydrolyse erhaltenen 
Porphyrine. 

Wie vorher erwihnt, wurde ein in Wasser unldslichey 
Filterriickstand erhalten. Dieser léste sich spielend in Ammo. 
niak. Bei geniigender Verdiinnung zeigt die ammoniakalische 
Lésung folgenden spektroskopischen Befund. 

Alle Streifen sehr unscharf und verschwommen. 626,6—616,5: 

621,5 
573,0—554,8 ; 543,9—532,4 — 514,4 — keine Aufhellung mehr. 
563,9 538,4 











Beim Ansiiuern der ammoniakalischen Lésung mit Eis. 
essig und Ausiithern zeigt der rosa gefirbte Ather folgendes 
spektroskopisches Bild: 

625,8—620,5 ; 570,9—566,6 , 536,2—523,8 ; —_507,2—4876 . 


623,1 568,7 530,0 497,4 
Endabsorption 433. 














Die Werte stimmen auf Koproporphyrin. 

Die Flissigkeit samt Niederschlag wurde im Kutscher- 
Steudelapparat mit Ather unter zeitweisem Nachgeben vou 
Kisessig erschépfend extrahiert. Der Atherauszug, welche: 
natiirlich viel Eisessig enthielt und intensiv rot gefarbt war. 
wurde im Vakuum zur Trockene gebracht und der Riickstand 
auf die tibliche Weise mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff ver- 
estert. Die erhaltene Chloroformlésung zeigte nach dem 
Waschen mit Wasser folgendes spektroskopisches Bild: 

648,0—639,8 ; sehr stark 627,4—617,5 (609,1); sehr schwach 

















643,9 622,4 
599,1—593,8 ; 583,0—563,1 ; 542,9—524,4 ; 516,6—482,6 . Eni: 
596,4 573,0 533,6 499,6 


absorption 450. 

Bei stirkerer Verdiinnung der Liésung ist deutlich erkennbar, dab 
der vierte Streifen aus einem schwiicheren Streifen, beginnend bei 52,3 
und einem stiirkeren Streifen von 570,9—584,3 besteht. 





567,6 
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Simtliche spektroskopischen Werte mit Ausnahme des 
ersten Streifens stimmen gut auf Koproporphyrinmethylester. 
Da jedoch reiner Koproporphyrinmethylester den Streifen im 
Rot bei etwa 644 nicht zeigt, so muB in der Lésung, wenn 
auch nur in sehr geringer Menge noch ein anderes bis jetzt 
unbekanntes Porphyrin vorhanden sein. 

Die Chloroformlésung wurde im Vakuum zur Trockne 
vepracht, der Rickstand mit Chloroform aufgenommen und 
die erwirmte Lisung zu heiBen Methylalkohol gegeben. Es 
schieden sich derbe, gekriimmte Nadeln mit blauem Ober- 
lichenglanz aus. Sie zeigten das Aussehen von Koproporphyrin- 
methylester, und schmolzen bei 244°. Mischschmelzpunkt mit 
Koproporphyrinmethylester ergab keine Depression. Der Kérper 
zeigte den Streifen bei 644 nur noch angedeutet. Die Mutter- 
lauge vom ausgeschiedenen Koproporphyrinmethylester ist nur 
noch schwach gefiirbt, sie zeigt im Spektroskop: 

646,3—637,4 ; 624,0—615,0 (der 1. Streifen ist viel stirker als 

641,8 619,5 
der 2.); [582,7] 571,8—562,2 ; 538,8—524,7 ; 510,6—491,6 ; End- 
567,0 531,7 501,1 

















absorption 435. 


Beim Verdunsten der Lésung hinterblieb ein so geringer 
krystallisierter Riickstand, daB nicht einmal der Schmelzpunkt 
genommen werden konnte. 

Das im Kutscher-Steudelapparat verbleibende Porphyrin 
wurde abgesaugt und mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff ver- 
estert. Der durch Umfillen aus Chloroform—Methylalkohol 
gereinigte Ester schmolz bei 270° Die spektroskopischen 
Werte in Chloroform waren: 

629,8—621,8 ; 601,6—595,7 ; (586,7) 573,8—567.4 ; 548,0—528,6 ; 

625,8 598,6 570,6 535,8 
915,3—487,7 ; Endabsorption 440. 
501,35 











Es stimmen wohl die spektroskopischen Werte mit Uro- 
porphyrinmethylester iiberein, nicht aber der Schmelzpunkt. 
Ks ist das Wahrscheinlichste, daB es sich um einen Zwischen- 
kérper zwischen Uro- und Koproporphyrinmethylester handelt. 
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Untersuchung des Serums von Petry. 


1. Serum vom 12. XII. 1923. 
Das Serum zeigt im Reagenzglas, also bei etwa 1 cy 
Schichtdicke, folgendes spektroskopisches Bild: 
585,0—572,2 ; 546,0—533,0 ; sehr unscharf (511,1) 502,9 — allmib- 
578,6 539,5 
liche Verdunkelung. Alle Streifen sind ziemlich unscharf. 








2 ccm Serum wurden auf die iibliche Weise?) verarbeitet, 
Spektroskopischer Befund der rosa gefirbten salzsauren Lésung: 
604,1—594,5 ; 581,9—573,3 (dieser Streifen unsicher); 

599,38 517,6 
561,3—546,3 ; Endabsorption 429. 

553,8 

Das Porphyrin wurde aus der salzsauren Losung essig- 
sauer in Ather iibergeschiittelt. Spektroskopischer Befund der 
rosa gefarbten gewaschenen Atherlésung: 

629,0—623,7 ; Streifen bei 600,8; 586,0—576,8 (Ende unsicher); 

626,8 581,1 
574,0—568,9 ; 538,4—526,2 ; 509,2—488,9 ; Endabsorption 433. 
571,4 532,3 499.2 

Aus der itherischen Loésung wurde das Porphyrin i 
25°/,ige Salzsiiure iibergeschiittelt. Spektroskopischer Befund 
dieser Lésung: 

603,6—594,7 ; 582,8—575,8 ; 562,1—547,9 ; Endabsorption 428. 

599,1 579,8 555,0 

Die spektroskopischen Werte in Salzsiiure und die in Ather 
sind gegen Koproporpbyrin stark nach Rot hin verschobeu 
und die in Salzsiiure liegen auch noch etwas weiter nach Rot 
als die Werte des Uroporphyrins. Um Uroporphyrin kann es 
sich jedoch nicht handeln, da dieses in Ather ja vollkommen 
unléslich ist. 

Die abfiltrierten und mit Ather gewaschenen farblosen 
Flocken wurden in Methylalkohol aufgeschliammt und dieser 
unter Kiskiihlung mit Chlorwasserstoff gesittigt. Die Flocken 
gehen hierbei in Liésung. Nach 2 tagigem Stehen wurde im 
































1) H. Fischer u. W. Zerweck, Diese Zs. Bd. 132, S. 27 (1924.) 
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Vakuum bei gelinder Temperatur zur Trockne verdampft und 


- der Riickstand mit Sodalésung und Chloroform aufgenommen. 


Spektroskopischer Befund der gewaschenen Chloroform- 
losung: 
529,7—522,4 ; (586,6) 574,6—567,9 ; 541,0—530,1 ; 512,6—494,2 ; 
526,0 577,2 535, 503,4 
Endabsorption 431. 








or 


Die Werte stimmen auf Uroporphyrinmethylester. 
2, Serum vom 28.1. 1924. 


Spektroskopischer Befund des Serums in etwa 2 cm Schicht- 


 dicke: 


Vorbeschattung im Rot bis 611,0; schwach 582,5—573,3 ; viel- 


577,9 
leicht Streifen bei etwa 564,4; 544,2—532,1 ; LEndabsorption 513,7. 


538,1 
In 5 cm Schichtdicke ist kein spektroskopisches Bild ab- 
lesbar. Beim Verdiinnen von 3 ccm Serum mit 1 ccm Wasser 
war kein Streifen im Rot ablesbar, auch nicht nach Zusatz 
elnes welteren Kubikzentimeter Wassers. 
5cem Serum wurden auf die iibliche Weise verarbeitet 








_ und die aitherische Lésung diesmal mit 5°/,iger Salzsiure aus- 
. seschiittelt. Spektroskopischer Befund dieser salzsauren Lésung: 


595,6—590,5 ; 555,4—542,8 ; Endabsorption 433. Die Streifen 
593,0 549,1 





| sind verhiltnismaBig sehr schwach. 


Der Ather wurde, nachdem er mit der 5°/,igen Salzsiure 


| ausgeschiittelt war, mit 25 °/ iger Salzsiure ausgeschiittelt. Die 
| 25° \ige Salzsiiure gab jedoch keinen spektroskopischen Befund. 


Die bei der Verarbeitung obiger 5 ccm Serum erhaltenen 


iarblosen Flocken wurden wie bei Fall 1 beschrieben ver- 
_ wbeitet. Spektroskopischer Befund der Chloroformlésung; 


629,0—623,9 ; niichster Streifen erkennbar, aber nicht ablesbar; 








626,4 
573,8—567,8 ; 540,8—529,5 ; 512,1—ca. 491,0 (Ende unscharf). End- 
570,8 584.9 


absorption 435. 


Obige Werte stimmen auf Uroporphyrinmethylester. 
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Das vom Blutkuchen abgegossene Serum (23 ccm) wurde, 
nachdem es 3 Tage bei —5° aufbewahrt war, auf die iibliche 
Weise verarbeitet und auch diesmal die iitherische Lisung 
mit 5°/iger Salzsiure ausgeschiittelt. Spektroskopischer Be. 
fund dieser rosa gefarbten Lésung: 


596,1—590,0 ; niichster Streifen erkennbar aber nicht ablesbar; 
593,0 
556,5—542,8 ; Endabsorption 425. 
549.6 








Die iitherische Lisung wurde hierauf mit 25°/,iger Salz. 
siiure ausgeschiittelt. Spektroskopischer Befund dieser {far)- 
losen Lésung: 


Streifen sehr schwach, eben ablesbar,  555,3—546,4 ; — End- 
550,8 





absorption 426. 


Aus der 5°,,igen Salzsiiure wurde das Porphyrin essig- 
sauer in Ather geschiittelt. Spektroskopischer Befund der rosa 
gefiirbten iitherischen Lésung: 

626,0—622,0 ; die beiden nichsten Streifen sind erkennbar, aber 

624.0 
nicht ablesbar; 570,7—566,7 ; 585,8—525,2 ;  506,.2—487,9 ; End 
568.7 530,2 497,0 








absorption 425. 


Die bei obigem Versuch erhaltenen Flocken wurden in 
Wasser autgeschliammt und dieses mit Chlorwasserstofi se: 
siittigt. Lésung tritt vollstiindig ein. Spektroskopischer Be- 
fund der erhaltenen violett gefairbten Lisung (Liebermannsche 
Reaktion!): 


Sehr unscharf, ca, 512,8—492,0 , Endabsorption 433. 
502,4 





Die Lésung wurde im Vakuum zur Trockne verdampit 
und der Riickstand auf die iibliche Weise mit Methylalkohol- 
Chlorwasserstoff verestert. Die Chloroformlésung war schiv 
rot gefarbt, sehr viel intensiver als die das Koproporphy™ 


enthaltende Atherlésung. Spektroskopischer Befund der Chloro- 
formlésung: 








er 


j 
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628,9—622,6 ; sehr schwach 601,5—596,0 ; 584,835 75,6 ; 


625,7 598,7 579,9 
574,1—567,0 ; 542,4—528,7 ; 513,6—489,4 ; Endabsorption 445. 

















570,5 535,5 501,5 
Die Werte stimmen sehr gut auf Uroporphyrinmethylester. 


Verarbeitung des Blutes von Petry auf Hamin. 
Der nach dem AbgieBen des Serums vom 28. I. 24 ver- 


bleibenbe Blutkuchen wurde wie folgt auf Himin verarbeitet. 


Der Blutkuchen wurde zerkleinert und mit 10 ccm destil- 


' liertem Wasser verrieben. Dann durch ein Tuch gegossen 
- und der Riickstand nochmals mit 5 ccm Wasser verrieben und 
; filtriert. Der jetzt verbleibende Riickstand war minimal. Es 
' wurden 24 com wiBrige Blutlésung erhalten. Diese wurde 
| auf Himin nach der Vorschrift von Nencki und Zaleski}) 
| yerarbeitet. Es wurden 40 mg schén krystallisiertes Himin 


erhalten, Kine Probe hiervon wurde spektroskopisch unter- 


' sucht. Spektroskopischer Befund einer Liésung in Pyridin: 


(ca. 590,8) 565,7—554,2 ; 536,0—519,8 ; allmahliche Verdunke- 
559,9 527,9 





lung ab 492,5. 
Spektroskopischer Befund einer Lésung in Pyridin + 
Chloroform: 
568,1—555,3 ; 535,1—520,1 ; Endabsorption 460. 
561,7 527,6 








Die spektroskopischen Werte stimmen mit denen von 
Himin tiberein. 


Harn zur Zeit der Fiebererkrankung Petrys. 


Der Harn war viel heller gefairbt als sonst. Durch Zu- 
satz von Hisessig wurden nur geringe Mengen von Porphyrin 
gefallt. Diese wurden auf die bekannte Weise mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff verestert. Der Schmelzpunkt des iso- 
lierten Esters lag bei 290°, der Mischschmelzpunkt mit Uro- 





') Diese Zs. Bd. 30, S. 390 (1900). 
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porphyrinmethylester ergab keine Depression. Die spektro. 
skopischen Werte waren: 


629,5—622,6 ; 602,2—595,4 . (587,0) 574,2—567,9 ; 541,9—528, . 


5 








nna! 


626,0 598,8 571,0 534,9 
514,9—486,6 ; Endabsorption 435,5. 


500.7 





Auch die spektroskopischen Werte sprechen fiir Uy». 
porphyrinmethylester. 

Der nach dem Versetzen mit Hisessig vom ausgeschiedeney 
Porphyrin abfiltrierte Harn ist schwach rotbraun gefirbt und 
zeigt keinen spektroskopischen Beiund. Sonst ist der Hain 
in diesem Stadium intensiv dunkelbraun (herriihrend yom 
braunen [arbstoff) gefirbt. 


Spektroskopische Untersuchungen des Harnes 
von Petry. 


Der Harn ist tief dunkelrot gefirbt. Reaktion gegen 
Lackmus stark sauer. Dichte = 1010. Harn zeigt sehr starke 
Fluorescenz, auch in so verdiinnten Liésungen, die fiir das 
Auge farblos erscheinen. Im Harn sind Kolloide enthalten 
(Polarimetrische Untersuchung). 

1. Harn unverdinnt. Breiter verwaschener Streifen 
im Rot 622,0—607,4 Endabsorption 583. 


2. Harn nach Verdiinnen mit Wasser. 


Schwach und verwaschen 623,2—607,8 ; stark 582,4—556,7 ; 
615,5 56 9,5 
544,9—531,8 ; 513,1—-485,0 (Ende unsicher); Endabsorption 445. 
538,3 499,0 











Nach Versetzen des Harnes mit Hisessig und Abfiltrieren 
des ausgeschiedenen Porphyrins zeigt der Harn keine mef- 
baren spektroskopischen Streifen. Es tritt nur ab etwa 514 
allmihliche Verdunkelung ein. Wird der Harn mit 2 Volumen 
konzentrierte Salzsiure versetzt, so ist vielleicht ein Streifen 
von 502,0—480,0 zu erkennen. 

3. Saure Lésung. 1 Volumen Harn und 2 Volumen 
konzentrierte Salzsiure (Gehalt an HCl dadurch etwa 25°) 
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Streifen unscharf. Deutliche Verdunkelung 601,8—592,1 ; 
563.4—548,3 ; Endabsorption 475,4. 596,9 





4 I, 


553,4 


Vielleicht ist dies doch nicht die Endabsorption und ist 


| dies der Beginn eines Streifens, der bei 450 endigt. Dab 
q wirklich ein Streifen vorliegt, geht aus dem Verdiinnen mit 
1 95 °/,iger Salzséure hervor, wobei der Streifen sich deutlich 
 abhebt. 


471,7—457,5 ; Endabsorption 435,4. 
464,6 
4, Alkalische Lésung. 1 Volumen Harn und 1 Vo- 





' lumen 2 n-Natronlauge (Lésung dadurch n-Natronlauge). Ver- 
' waschenes spektroskopisches Bild nach geringer Vorbeschattung. 


Beginn deutlicher Absorption bei 617,5, etwas schirfer bei 


: 08,6. Weitere Absorption beginnt bei 587,1, um bei 569,2 
 deutlich zu werden. Bei 556,3 Ende dieses Streifens. Am 


deutlichsten ausgeprigter Streifen 544,2—534,0 nichster Streifen 
516,1, endet scheinbar bei 494,5, jedoch ist eine absolut sichere 


| Abgrenzung gegen die Endabsorption mit Sicherheit nicht zu 
; erkennen. 


5. Verhalten gegen Ather. Schiittelt man den Harn mit 


| Ather aus, so ist nur eine ganz schwache Rosafirbung des 


Athers zu sehen, Gibt man ein halbes Volumen KHisessig 


| hinzu und schiittelt kraftig, so wird der Ather dunkelrot und 


zeigt das charakteristische 4-Bandenspektrum des ,,alkalischen“ 


 Porphyrins. Nach einiger Zeit flockt der gréSte Teil des in 
 Ather offenbar kolloid gelésten Farbstoffes aus und der Ather 


ist nur noch schwach rosa gefirbt. Spektroskopischer Befund, 
ehe Ausflockung eintrat: 

Vorbeschattung im Rot bis 636,5; 1. Streifen 627,0—621,9 ; 
624,5 

schwacher Streifen 602,2—595,2 ; Beginn nicht ganz scharf 582,8—576,0 ; 
598,7 579.4 

Aufhellung und Beginn eines neuen Streifens 572,5—566,8 ; Niichster 

569,6 
Streifen 537,83—525,6 ; letzter Streifen 509,6—483,2 Ende nicht ganz 




















531,4 — 
scharf; Endabsorption 435,6. 
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Spektroskopischer Befund des Athers, nachdem Austlockung 
eingetreten war: 


Vorbeschattung im Rot bis 636,9; 1. Streifen 626,0—620,0 ; zarter 
623,0 
Streifen 598,6—593,8 , der sich in schwacher Beschattung fortsetzt bj, 
596,2 
582,7; Aufhellung tritt dann ein bei 574,5, die dann ziemlich scharf }e; 
570,7 in einen neuen schmalen Streifen iibergeht, der bei 566.3 endigt, 
Mittel 568,5). Nach geringer Vorbeschattung beginnt ein neuer Streifen 
deutlich bei 534,1—523,7 ; — letzter Streifen 506,7—483,5 . End. 
528,9 495,1 
absorption 430,38. 














Priifung des Harns auf optisch-aktive Substanzen. 


Der Harn ist so dunkel gefarbt, daB nichts zu erkenuen 
ist, selbst nicht in 2 cm-Rohr. Der nach dem Fallen mit Kis. 
essig filtrierte, dann mit Aluminiumhydroxyd behandelte und 
wieder filtrierte Harn wurde im 10 cm-Rohr bei Natriumlicht 
im Polarisationsapparat geprift. Drehung konnte nicht beob- 
achtet werden. Im gleichen Rohr wurde auf Porphyrine im 
Spektroskop untersucht, Nach Vorbeschattung ab 507,2 Ver- 
dunkelung. 


Konzentrationsversuch. 


In der Rhombergschen Klinik wurde von Hrn. Dr. Weiss 
am 5. VII. 23 ein Konzentrationsversuch unternommen, der- 
gestalt, daB Petry um 8 Uhr morgens 1?/, Liter Tee zu trinken 
bekam. Wir erhielten zwei Proben des Harnes, eine entleer 
zwischen !/,9 Uhr und 9 Uhr vormittags (d = 1019), eine zweite 
in der Zeit von +/,11 Uhr bis 11 Uhr vormittags (d = 1005. 
Im Farbstoffgehalt war ein enormer Unterschied, wie folgt: 

1. 30 ccm Harn (d = 1005) wurde mit genau 0,5 ccm Eis- 
essig versetzt. Nach 1 tagigem Stehen filtriert, gewaschen unt 
bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Gewicht des 
Niederschlages 54 mg. 

2. Auf dieselbe Weise wurden 30 ccm Harn (d = 101%) 
untersucht. Gewicht des Niederschlages 279 mg. 
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Nachweis von Uroporphyrin in dem durch Aluminium- 
hydroxyd erzeugten Niederschlag. 


G2 


1. Der Aluminiumhydroxydniederschlag wurde auf die 
bekannte Weise mit Ammoniak behandelt. Spektroskopischer 
Befund dieser ammoniakalischen Lésung nach Verdiinnen mit 
Wasser (ohne Verdiinnung ist die Lésung so dunkel gefarbt, 
daB Ablesung unmdglich). 

Vorbeschattung im Rot bis etwa 630. Undeutlicher Streifen 
615,2—604,0 . Verwaschener Streifen 542,4—531,5 . Verdunkelung 

609,5 537,0 
ab 507,8. 








a Obige Werte stimmen mit Uroporphyrin in alkalischer 
| Lésung iiberein. 

2. Der noch feuchte, tiefbraun gefirbte, ausgewaschene 
| Aluminiumhydroxydniederschlag wurde in Methylalkohol auf- 
4 : geschlimmt und unter Kiskihlung mit Chlorwasserstoff ge- 
' sittigt, Am niachsten Tag wurde mit Sodalésung alkalisch 














: gemacht und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Sodalésung 
. Bo: intensiv dunkelbraun gefirbt. Spektroskopischer Befund 
" 4 des Chloroforms: 

: Nicht ablesbarer Streifen im Rot. Sehr undeutlich 584,1—567,6 ; 

575,8 
540,1—530,4 ; 509,1—ca. 490,6 . Endabsorption 427. 

7 535,2 499,9 
53 a 
r- Obige Werte stimmen auf Uroporphyrinmethylester. 
a ] 3. Wird die ammoniakalische Liésung mit viel Hisessig 
rt JE stark tibersiuert und dann mit Ather ausgeschiittelt, so zeigt 


te | der Ather, der fast farblos ist, folgendes spektroskopische Bild: 
‘ Vorbeschattung im Rot bis ca. 640. 624,9—619,9 ; Vorschatten 














: 622,4 
is: ME 581,0—570,4 5 70,4—565,1 ;  585,2—523,5 ; 505,5—485,7 ; _End- 
i 567,7 529,3 495,6 
¥ | absorption 428. 

i Bei einer Wiederholung des Versuches wurde gefunden: 
9 9 Vorbeschattung im Rot bis 638,5. 625,2—620,5 ;  Vorschatten 








622,8 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXX XVII. 15 
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581,7—570,3;  570,3—565,9 ; Nach Vorbeschattung 534,7—5241. 

568,1 529.4 

Nach Vorbeschattung 505,8—ca. 484,6 ; Endabsorption ca. 426. 
495,2 


Also Koproporphyrin. 








4. Kin anderer Teil der ammoniakalischen Fliissigke; 
wurde mit Salzsiure bis zur schwach kongosauren Reaktioy 
versetzt und nach einigem Stehen von ausgeschiedenen Flockey 
abfiltriert. Spektroskopische Untersuchung des Filtrats wa 
wegen zu starker Farbung erst nach Verdiinnen mit Wasser 
méglich: Ausléschung ab etwa 508. 

Durch die Salzsiure scheint also das in der ammoniakili- 
schen Fliissigkeit enthaltene und nachgewiesene Uroporphyrix 
ausgefillt worden zu sein. 

Die ausgeschiedenen Flocken wurden mit Methylalkohcl 
und Chlorwasserstoff verestert. 

Spektroskopischer Befund der Chloroformlésung: 

627,1—619,5 ; 582,9—565,1 ; 541,0—528,4 ; = nach Vor 
623,3 574,0 534,7 
beschattung 510,6—491,4 . Endabsorption 436. 
501,0 














Die obigen Werte stimmen leidlich auf Uroporphyrin- 
methylester. 


Prifung des Petryharnes auf Phenole. 


500 ccm des durch Aluminiumhydroxyd entfairbten Harns 
wurden mit 250 ccm konz. Salzsiiure destilliert. Das Destillat 
zeigt mit Millons Reagens keine Reaktion, es sind also keine 
Phenole vorhanden. 


Quantitative Bestimmung von reinem Uroporphyri.- 

methylester in einer 24stiindigen Harnmengevon Petry. 
(Februar 1924.) 

Die Harnmenge betrug 2425 ccm und wurde auf die 


bekannte Weise auf Uroporphyrinmethylester verarbeitet. At 
remem Material wurden 0,1920 g erhalten. 

















: 556,8—540,8 ; ab etwa 502,3 Verdunkelung. 
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Wiihrend der Versuchszeit wurde von Petry verzehrt: 


4 1000 g Kaffee (ohne Zucker), 250g Milch, 210 g Semmeln, 
a 500 g dunkles Bier, 50 g Kalbfleisch, 150 g WeiBkraut, 75 g 
 Kartoffeln, 500 g Brotsuppe, 30 g Butter, 1 Ei. 


Dialyse des Petryharnes. 
Frischer filtrierter Harn wurde gegen destilliertes Wasser 


j dialysiert. Es gehen nur Spuren von Farbstoff in das Wasser 
: iiber, welches sich ganz schwach rotlich, nicht braunlich farbt. 
1 Nach 2tigigem Dialysieren wurde eine Probe mit Salzsiure 
: angesiuert und nach kurzem Stehen filtriert. _Das Filtrat ist 
' schén rot gefiirbt, beim Durchschiitteln mit Ather geht kein 
| Farbstoff in diesen iiber. Die rote Flissigkeit zeigt folgenden 
_ spektroskopischen Befund: 


Vorbeschattung bis 615,7; 597,5—588,0 ; 576,0—566,0 ; 
592,7 571,0 











548.8 


| Bestimmung des Kreatiningehaltes im Harne von Petry. 


Die Bestimmung wurde ausgefiihrt nach den Angaben von 


Folin.) Aus einer 24stiindigen Harnmenge konnte nach dieser 
Methode 1,08 g reines Kreatinin isoliert werden. Wir machten 
' bei Ausfiihrung dieser Untersuchung die Beobachtung, daB im 
' Gegensatz zu normalem Harn bei Zusatz der alkoholischen 
| Pikrinsiiure zum Harn das Ausfallen des Kreatininpikrats sehr 
'langsam  stattfindet und erst nach mehrstiindigem Stehen 
| beendet ist. Die Kreatininmenge in der 24stiindigen Harn- 
| menge eines normalen Menschen betragt im Durchschnitt 
| 13—1,7 g, es ist also bei dem Falle Petry eine bemerkens- 
_ werte Anderung dieser Norm nicht zu konstatieren in Anbetracht 
_ des geringen Kérpergewichts von Petry (etwa 55 kg). 


| Untersuchung des Harnes von Petry auf Purinbasen. 
Die Untersuchung wurde ausgefiihrt mit 30 Liter Harn, 
- wus welchem das Porphyrin mit Hilfe von Eisessig und der 


ee 


1) Diese Zs. Bd. 41, S. 235 (1904). 
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braune Farbstoff mit Hilfe von Aluminiumhydroxyd entfory & 
worden war. Die Trennung wurde ausgefiihrt nach Salomoy | 
und Kriiger.’) 

Die Basen wurden mit Kupfersulfat und Natriumbisulf; 
gefallt, mit heiBem Wasser gewaschen und mit Wasser jy 
Rundkolben erwirmt, durch Ammoniak schwach  alkalis¢) 
gemacht, mit Salzsiure bis zur stark sauren Reaktion versety, 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt und heiB filtriert. Die Lisurg 
wurde auf dem Wasserbade eingedampft, zum Schluf be 
niederer Temperatur und Dariiberleiten eines kraftigen Lut. 
stromes. Die im sirupésen Zustande noch vorhandene Sal: 
siure wurde durch zweimaliges Kindampfen mit Wasser uni 
schlieBlich durch Eindampfen mit 96°/,igem Alkohol der Haupt. 
menge nach entfernt, bis die Masse grobpulvrig geworden war 
Dieselbe wurde mit Wasser bei 40° digeriert, nach melr. 
stiindigem Stehen abfiltriert, mit Wasser salzsiiurefrei, dam 
mit Alkohol und Ather gewaschen. Der ungeléste Teil sollte 
aus Xanthin, Heteroxanthin und 1-Methylxanthin bestehen, 
In der wiBbrigen Liésung sollte sich Epiguanin, Adenin, Hypo. 
xanthin und Paraxanthin befinden. 


Xanthinfraktion. 


Trennung von Heteroxanthin, Xanthin und 1-Methylxanthin. 
Das Gemenge der 3 Basen wurde in der 15fachen Meng 
3,3°/,igem salzsiurefreien Natronlauge heiB gelést. Innerhald 
24 Stunden zeigten sich deutlich sichtbar die fiir das Natriun- 
salz des Heteroxanthins charakteristischen Krystalle. Unter 
dem Mikroskop zeigten sie sich in priachtigen glanzenden Siula fe 
und Rosetten. Je 60 ccm des auf 60° erwiirmten Filtrats 
wurden in ein (vorher aufgekochtes) kaltes Gemisch aus 20 cou ®& 
konzentrierter Salpetersiiure und 20 ccm Wasser langsam wi 
unter Umriihren eingetragen. Hierbei wurde der Rest def 
Harnsaure, welcher mit den Purinbasen in Lésung gegang¢l & 
war, zerstért und innerhalb mehrerer Stunden schied sich bein & 
Stehen in der Kalte eine ganz geringe Menge von salpeter 





1) Diese Zs. Bd. 26, S. 373 (1898/99). 
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aurem Xanthin aus. Um das freie Xanthin zu erhalten, 


wurde die ammoniakalische Lésung des Nitrats eingedampft, 


‘yobei sich die Base in amorphen Krusten abschied. Aus dem 


salpetersauren Filtrat schied sich beim Ubersiittigen mit 


‘Ammoniak und Kindampfen kein 1-Methylxanthin aus. 


Hypoxanthinfraktion. 


Trennung von Epiguanin, Adenin, Hypoxanthin und Para- 


F xanthin. 


Die salzsaure vom Xanthin und seinen Homologen ab- 


Ffiltrierte Lésung schied auf Zusatz von Ammoniak in geringem 
‘UberschuB sofort das Epiguanin aus. Da die Fallung einer 
Reinigung bedurfte, wurde sie in das Sulfat verwandelt. Ein 
Teil wurde mit 10 Teilen 10°/,iger Schwefelsiure gekocht und 
‘filtriert. Im Filtrat schied sich das schwefelsaure Epiguanin 


in glinzenden Prismen aus. Freies Epiguanin wurde durch 
Kochen mit Wasser gewonnen. Das Epiguanin wurde mit 


‘heiBem Wasser und 96°/,igem Alkohol ausgewaschen und bei 
© 105° getrocknet. Die Ausbeute war sehr gering. Das Filtrat 
| wurde durch Erhitzen von Ammoniak befreit und die nicht zu 
_konzentrierte Lésung in der Kalte mit 1,1°/,iger Pikrinsdure- 
-lisung in geringem Uberschu8 versetzt. Es schied sich kein 
Adeninpikrat ab. Nachdem das mit Schwefelsiiure versetzte 
Filtrat durch Ausschiitteln mit Benzol von _ iiberschiissiger 
Pikrinsiure befreit worden war, wurde die Lésung zur Fallung 
-der noch vorhandenen Basen mit Kupfersulfat und Bisulfit 
-versetzt. Da sich selbst nach 24stiindigem Stehen nur ein 
F ganz geringer Niederschlag absetzte, wurde die weitere Unter- 
; Suchung abgebrochen. 


Versuche mit Kaninchen. 


| Versuch bei einem Kaninchen durch Sulfonal- 
/eingabe Porphyrinurie zu erzeugen. 

| Kinem Kaninchen wurden an 2 Tagen je 0,25 g Sulfonal 
/im Wasser aufgeschlimmt per os gegeben, am 3. Tage 0,5 g, 
/am 4, Tage 0,7 g, am 6. Tage 1 g, am 7. und 8. Tage je 1,5¢ 
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und am 9. Tage 2g. Es konnte keine Vermehrung des Po;. 
phyrins im Harn festgestellt werden. 


Versuch mit frischem Petryharn. 


Kinem Kaninchen wurde an 6 Tagen je 10 ccm Petry. 
harn subcutan injiziert. Es konnte keine Vermehrung yo, 
Porphyrin im Harn festgestellt werden. 


Versuch mit Nitrobenzol. 


Kinem Kaninchen wurde an 4 Tagen je 0,2 ccm Nitro. 
benzol subcutan injiziert, am 5. Tage 0,5 ccm, am 7. Tage 
ebenfalls 0,5 ccm, am 8. und 9. Tage je 1 ccm Nitrobenzol, 
Am 10. Tage vormittags 9 Uhr Exitus. 

Der Harn war braun gefairbt. 600 ccm Harn wurden 
mit Eisessig angesiuert, und mit 600 ccm Ather ausgeschiittelt, 
Der Ather firbt sich rétlichbraun. Beim Ausschiitteln des 
gewaschenen Athers mit 25°/,iger Salzsiure geht die Firbung 
in die Salzsiure iiber, welche folgenden spektroskopischen 
Befund zeigt: 

598,9—589,8 ; nach Vorbeschattung 558,0—544,1 ; [Endabsorp- 

594,3 551,0 
tion 526,7. 








Die salzsaure Lésung wurde durch Natriumacetat essig- 
sauer gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather 
wurde sehr oft mit Wasser gewaschen, wobei das Waschwasser 
sich rétlichbraun firbte. Spektroskopischer Befund der ither- 
schen Loésung: 


626,9—621,0 ; sehr schwach 600,9—596,2 ; (Beginn unscharf 











623,9 598,5 
583,9) 571,8—566,3 ; ab 540,6 allmihlich Verdunkelung. 
569,0 


Aus dem Ather wurde das Porphyrin hierauf in 5°/,ige 
Salzsiure iibergeschiittelt: 


599,5—589,9 ; ab etwa 574 Verdunkelung. 





594,7 
Zur weiteren Reinigung wurde die salzsaure Liésung durch 
Zugabe von Natriumacetat essigsauer gemacht und mit Ather 
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ausgeschiittelt. Die atherische Liésung zeigte folgenden spektro- 
| skopischen Befund: 


627,0—622,2 (—612,3); 600,1—596,1 ; (Beginn unscharf 584,0) 


624,6 598,1 
510,8—567,0 ; nach Vorbeschattung 534,5—524,8 ; nach Vorbeschattung 











568,9 529,6 


510,17 —486,6 (Ende unsicher); Endabsorption nicht feststellbar. 


Der ausgeiitherte Harn wurde auf Uroporphyrinmethyl- 


ester verarbeitet nach der Methode, die wir in unserer letzten 
- Abhandlung!) beschrieben haben. Spektroskopischer Befund 
- der Chloroformlésung: 


627,5—620,8 ; ab etwa 580,5 allmihliche Verdunkelung, welche 
624,1 





{ ab 540,0 vollstindig wird. 


Versuch mit Mesoporphyrin. 
Kinem miannlichen Kaninchen wurde 7 Tage lang tiglich 


je 0,1 g salzsaures Mesoporphyrin in Kaliumbicarbonatlésung 


gelést, subcutan injiziert. Am 7. Tage wurden 350ccm Harn, 
dessen Farbe in nichts von normalem abwich, auf die iibliche 
Weise verarbeitet. 
Salzsaure Lisung: 598,4—587,9 ; (578,0—) 560,2—538,9 ; allmih- 
593,1 549,5 
liche Verdunkelung ab etwa 509. 
Atherische Lisung: Sehr stark 626,7—621,5; sehr schwach 


























624,1 
601,0—595,0 ; schwach 584,3—575,2 ; ae 570,9—567,0 ; nach 
598,0 579,7 568,9 
Vorbeschattung 534,2—524,0 ; nach Vorbeschattung 507,0—485,4 ; 
529,1 496,2 


Endabsorption 435. 
Alkalische Lésung: (Natronlauge) 623,5—609,4 ; unscharfer Beginn 











616,4 
579,7—558,9 ;  unscharfer Beginn 541,5—528,7; unscharfer Beginn 
568,8 535,1 


09,1— nieht feststellbar. 





') Diese Zs. Bd. 132, S. 26 (1924). 
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Die Werte der alkalischen Lésung und der Atherlésung 
sprechen fiir Koproporphyrin; Mesoporphyrin ist nicht nach. 
weisbar. 

Kinem weiblichen Kaninchen wurde 4 Tage lang je 0,1 g 
salzsaures Mesoporphyrin, wie oben beschrieben, injiziert. Am 
4. Tage wurden 580 ccm Harn verarbeitet. 

Salzsaure Lisung: Nach Vorbeschattung 601,0—591,4 ; (579,2~) 

















596,2 
561,4—539,5 ; allmiihliche Verdunkelung ab etwa 485. 
550,4 
Atherische Lésung: 627,3—621,9 ; (584,3)  573,1—567,1. 
624,6 570,1 
535,0—524,6 ; nach Vorbeschattung 508,4—486,3 (Ende unsicher); 
529,8 497,3 


Endabsorption 466. 

Alkalische Lésung: (Kalilauge): Beginn nicht feststellbar bis 613.9: 
575,1—561,3 ; 544,0—531.8; Endabsorption 508. 

568,2 537,9 





Versuche mit Koproporphyrin. : 

Kinem Kaninchen wurde 0,05 g Koproporphyrin, welches ‘ 
in 2ccm Wasser unter Natriumbicarbonatzusatz gelist war, : 
subcutan injiziert. Am nichsten Tage wurden die gewonnenen 
260 ccm Harn, welcher keinen Unterschied in der Farbe zeigte, 
folgendermaBen verarbeitet: Der Harn wurde mit 4 ccm Eis- 
essig angesiiuert und mit 260ccm Ather ausgeschiittelt. Beim 
Durchschiitteln bildete sich eine so starke Emulsion, daB sie 
nur durch Zugabe von T'alkum zerlegt werden konnte. Die 
Atherschicht war griingelb gefirbt, sie wurde 10mal mit je 
5 com Wasser gewaschen, wobei das Waschwasser eine rit- 
liche Farbe annahm. Hierauf wurde die itherische Lisung 
mit 3/, ccm 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Die Salzsiure 
firbte sich intensiv rot und zeigte starken spektroskopischen 
Befund, daB die Ablesung wegen der hohen Konzentratiou 
schwierig war: 

Sehr stark 597,6—588,0;  schwach 576,4—568,2; sehr stark 

592,8 572,38 

559,8—536,8 ; Verdunkelung ab 519,2. 











548,3 
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. Der Ather wurde hierauf mit 1 ccm 25°/,iger Salzsiure 
' ausgeschiittelt. Die salzsaure Lésung war stark rot gefirbt 
"und zeigte im Spektroskop folgende Werte: 

Schwach 597,4—588,5 ; Beschattung 575,7—558,0; 558,0—539,3 ; 


593,0 548,6 
- allmiihliche Verdunkelung. 








4 Durch weiteres Ausschiitteln des Athers mit 25°/,iger 
 Salzsiure konnten keine nennenswerten Mengen von Porphyrin 
: nachgewiesen werden. 

11: x Das zum Zerlegen der Emulsion benutzte Talkum wurde 

mit 25°/,iger Salzsiure digeriert und hierauf filtriert. Die 

er); [EF salzsaure Lésung zeigte nur einen sehr schwachen Streifen: 


554,2—543,7 , 

















" 548,9 
so daB also das Talkum keine nennenswerten Mengen von 
Porphyrin absorbiert haben kann. 

Die durch das Ausschiitteln des Athers mit Salzsiure 
es  geWonnenen Ausziige wurden durch Natriumacetat essigsauer 
a semacht und mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather zeigte 
on folgenden spektroskopischen Befund: 
te, : Vorbeschattung in Rot bis 638; 626,1—620,9; Vorbeschattung 
IS : 623,5 
” | 582,3—570,3; 570,8—566,1 ; nach Vorbeschattung 532,6—523,8 ; nach 
‘ 568,2 528,2 
* Vorbeschattung 505,7—486,4 5 Endabsorption 426, 
of 496,0 
Der ausgeitherte Harn wurde mit Aluminiumhydroxyd 


g | auf Uroporphyrinmethylester verarbeitet. Die ammoniakalische 
oe Lisung zeigte in 10cm dicker Schicht einen verwaschenen 
n @  dtreifen von 
: 584,0—569,6 , 





576,8 
een Schatten ab 551,0 und vollstindige Verdunkelung ab 
10,8. Die ammoniakalische Lésung wurde im Vakuum zur 
Trockne gebracht und hierauf mit wenig Ammoniak aufgenommen. 
Die erhaltene ammoniakalische Lisung zeigte folgende Streifen: 
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585,2—573,1; 549,2—534,8 Vorbeschattung ab 511,1 Vollstindige 
579,1 542,0 
Verdunkelung ab 505,5. 








Die ammoniakalische Liésung wurde im Vakuum zy 
Trockne gebracht, der Riickstand mit Methylalkohol aufgenommey 
und mit Chlorwasserstoff gesiittigt. Nach 2tagigem Stehey 
wurde im Vakuum abgedampft und der Riickstand mit Soda. 
lésung und Chloroform aufgenommen. Die Chloroformlisung 
zeigte folgende spektroskopische Werte: 


Vorbeschattung in Rot bis 638,7; 625,3—618,2 ; 580,4—5623; 


621,7 571,6 
541,4—527,8 ; ab 511,2 allmihliche Verdunkelung. 


534,6 








Die Werte der ersten beiden Streifen stimmen auf 
Koproporphyrin, der Wert des dritten Streifens auf Uroporphyrin- 
methylester. Nach griindlichem Waschen der Chloroformlésung 
mit Wasser zeigte sie folgende Werte: 











625,9—618,7 ; Vorbeschattung ab 584,0; 573,4—564,0 ; 
622,3 568,7 
541,0—527,9 ; ab 512,0 allmihliche Verdunkelung. 
584,4 


Wihrend das Kaninchen an diesem Tage verringerte Fref- 
lust zeigte, war sie am nichsten Tage wieder normal. Die an 
diesem Tage erhaltenen 500 com Harn wurden samt Nieder- 
schlag mit Kisessig angesiiuert und mit 500 ccm Ather aus- 
geschiittelt. Die Emulsion wurde durch Talkum getrennt. Der 
griinlich gelbgefarbte Ather wurde 10mal mit je 10 ccm Wasser 
gewaschen, wobei sich das Waschwasser rotlich farbte. Hierauf 
wurde der Ather mit 11/, com 25°/,iger Salzsiiure aus- 
geschiittelt. Spektroskopischer Befund der rétlich gefarbten 
salzsauren Lésung: 

Streifen im Rot nicht erkennbar; 554,7—543,3 ; — allmiihliche 

549,0 





Verdunkelung ab 513. 

Beim nochmaligen Ausschiitteln des Athers mit 11/, com Salz- 
siure nahm diese kein Porphyrin mehr auf. Die erste salzsaure 
Lésung wurde essigsauer gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. 








ne 
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625,9—620,7 ; schwach nach Vorbeschattung 534,0—524,0; nach 
623,3 529,0 








 Vorbeschattung 505,5—485,5 ; Endabsorption 440. 





495,5 
Der untersuchte Harn hat seinem spektroskopischen Ver- 


| halten nach also wieder normale Beschaffenheit angenommen. 


Untersuchung von normalem Harn auf Porphyrin. 


1. 7 Liter Harn von verschiedenen Personen wurde mit 
94 ccm Hisessig angesiuert und mit einer Aufschlammung von 
Aluminiumhydroxyd mehrere Stunden geriithrt. Nach Absitzen 
des Niederschlages wurde die Hauptmenge des Harns ab- 
gehebert, dann der Niederschlag abgesaugt und mit Wasser 
gewaschen, hierauf wurde er mit Ammoniak geschiittelt und 
die ammoniakalische Lésung durch Absaugen von Aluminium- 
hydroxyd befreit. Die braungelb gefirbte ammoniakalische 
Lisung zeigt im Spektroskop einen verwaschenen Streifen von 
542,6—530,9. Die ammoniakalische Lésung wurde im Vakuum 
zur Trockne gebracht, der Riickstand mit Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff aufgenommen, filtriert, mit Methylalkohol nach- 
gewaschen und die vereinigte methylalkoholischen Filtrate mit 
Chlorwasserstoff gesittigt. Nach Stehen iiber Nacht wurde im 
Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand mit Sodalésung 
und Chloroform aufgenommen. Die Chloroformlésung zeigt 
keine meBbaren spektroskopischen Streifen, die Sodalésung ist 
intensiv dunkelbraun gefirbt. Beim Behandeln des Harns mit 
Aluminiumhydroxyd scheint also auch ein Teil des gewodhn- 
lichen Harnfarbstoffes niedergeschlagen zu werden, was in 
Ubereinstimmung steht mit dem Verhalten des braunen Farb- 
stoffes im Harne von Petry. 

2. 9 Liter Sammelharn wurde nach Versetzen mit 14 ccm 
Kisessig mit Aluminiumhydroxyd auf die vorhin beschriebene 
Weise behandelt. Die auf die gleiche Weise erhaltene Chloro- 
formlésung zeigte folgenden spektroskopischen Befund: 

625,5—617,3 ; Beginn unscharf 573,1—565,2 ; 540,4—525,8 ; 

6214. 569,1 533,1 
Endsorption: 509,6. 
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Die Sodalésung wurde noch einmal mit Chloroform ays. 
geschiittelt. Die Chloroformlésung ergab dann: 
626,9—619,6 ; 581,1—564,3 ; 540,3—526,4 ; Endabsorption: 508.0, 

623,2 572,7 533,38 











Die spektroskopischen Werte des ersten Chloroformaus. 
zuges sprechen fiir Koproporphyrinmethylester, die des zweiten 
fir ein Gemisch von Kopro- und Uroporphyrinmethylester, 
Ein einwandfreier Beweis fiir das Vorliegen von Uroporphyrin 
ist hiermit jedoch nicht erbracht. 


3. 10 Liter normaler Harn wurde mit 12 ccm Kisessig 
angesiuert und mit Aluminiumhydroxyd, das zuvor mit Ham 
zerrieben worden war, einige Zeit geriihrt. Nach dem Ab. 
sitzen des Niederschlags wurde der Harn dekantiert, zum 
Aluminiumhydroxydniederschlag wieder 10 Liter angesiuerter 
Harn gegeben, geriihrt, dekantiert und dies so oft wiederholt, 
daB im ganzen 100 Liter Harn auf diese Weise verarbeitet 
wurden. Der Niederschlag wurde nun abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und dann mit Ammoniak auf der Schiittelmaschine 
geschiittelt, das Aluminiumhydroxyd abgesaugt und _ noch 
2mal auf die eben beschriebene Weise mit Ammoniak be- 
handelt. Die ammoniakalische Lésung war braun gefirbt, 
enthielt also eine betraichtliche Menge von normalem Harn- 
farbstoff. Die vereinigten ammoniakalischen Lésungen wurden 
im Vakuum zum Trocknen gebracht. Der Riickstand wurde 
mit Wasser und einigen Tropfen Ammoniak aufgenommer, 
mit Essigsiure angesiuert und zur Entfernung des Kopro- 
porphyrins mit Ather ausgeschiittelt. Die erhaltene iithe- 
rische Lésung wurde mit Wasser gewaschen und auf ein 
kleines Volumen eingeengt. Sie zeigte folgenden spektrosko- 
pischen Befund: 

626,2—621,0 ; 597,0; 581,9--573,8 ; 567,4—557,4 ; 533,8—522,1 ; 
| 623,7 577,8 562,4 527,9 
503,3 — nicht feststellbar. 











Zur weiteren Identifizierung wurde das Porphyrin auf die 
iibliche Weise mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff verestert. 
Die Chloroformlésung zeigte im Spektroskop: 
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627,1—617,4 3 575,0—566,2 ; 540,7—527,5 ; ab 507 allmiihliche 



































aus. 
622,5 570,6 534,1 
), Verdunklung. 
Die Werte des freien Porphyrins in Ather und die des : 

rg. Esters in Chloroform stimmen auf Koproporphyrin. 2 
iten [ee Die mit Ather ausgeschiittelte wiBrige Liésung wurde nun : 
ter, [p crmeut auf die oben beschriebene Weise mit Aluminiumhydroxyd : 
rin ry behandelt. Der nach dem Abdampfen des Ammoniaks ver- : 

& bleibende Riickstand wurde auf die bekannte Weise mit Methyl- : 
- | alkohol—Chlorwasserstoff verestert. Die erhaltene Chloroform- E 
es  ljsung war intensiv braun gefirbt (offenbar von normalem be 
e Harnfarbstoff herriihrend), sie wurde deshalb mit ganz ver- E 
| | diinntem Ammoniak gewaschen, wobei der braune Farbstoff es 
= a sofort in die ammoniakalische Lésung iiberging. Nach dem 2 
A Kinengen der Chloroformlésung zeigte sich im Spektroskop P 
ba a nur der Streifen in griin so stark, daB er abgelesen werden 
ser : konnte: —" Der abgelesene Wert stimmt auf Uro- : 
¢ porphyrinmethylester. " 
ch & 3] 
" | Untersuchung von verschiedenen Harnen “ 
‘ auf Porphyrine. 2 
oe 1. Perniciése Animie. Verwendet 500 ccm Harn. F 
le Salzsaure Lésung: 595,9—590,5 ;  555,8—542,8 ; nach Vorbe- 2 
, - 593,2 549,3 ue 
. beschattung 505,8—483,5; Endabsorption: 421,3. ie 
i Atherische Lésung: Sehr schénes deutliches spektroskopisches Bild. as 
| 625,9—621,5 ; vielleicht Streifen bei 598,13; (582,5); 570,8—566,8 ; 
"623,17 568,8 ; 
- @  534,0—524,1 ; nach Vorbeschattung 506,1—484,5 (Ende unsicher); End- ¥ 

4 529,0 a 
3 absorption 425. 

2. Eine weitere perniciédse Animie. Angewandt 

- 4000 com Harn. Der Harn zeigte die Farbe von nor- 
¢  malem Harn. 

3 Salzsaure Lisung (briiunlich-rot gefarbt): 597,0—589,0 ; schwacher 

E 593,0 

: a 
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Streifen bei 572,0; 556,9—542,6 ; nach Vorbeschattung 511,4—479, 
549,7 | 
(Ende unsicher); Endabsorption: 424. . 
Bemerkenswert ist der sehr starke Urobilinstreifen, wihrenj 
der Harn bei der ersten Untersuchung (14 Tage vorher) keiney 
Urobilinstreifen zeigte. 
Bei nochmaligem Ausschiitteln des Harns mit frischen 
Ather konnte ihm kein Porphyrin mehr entzogen werden. 
Aus der salzsauren Lisung wurde das Porphyrin, nach 
Zusatz von Natriumacetat in Ather iibergeschiittelt. Die essig. 
saure Fliissigkeit ist stark briunlich-gelb gefirbt mit starken 
Urobilinstreifen, ebenso das Waschwasser des Athers. 
Atherische Lisung: 626,3—621,9 ; sehr schwach 600,2—595,8 ; 


| 




















624,1 598,0 
schwach 584,0—575,2 (Ende unsicher); 571,3—566,8 ; nach Vorbeschattg. 
569,0 
534,2—524,6 ; Nach Vorbeschattung; 508,8—487,8 ; Endabsorption: 439, 
529,4 498,3 


Die Menge Porphyrin ist verhiltnismibig gering, wenn 
man die groBe Menge von angewandtem Harn (4000 ccm) be- 
riicksichtigt; dagegen war sehr viel Urobilin vorhanden. Viel- 
leicht stehen Porphyrin und Urobilin in umgekehrtem Ver- 
haltnis ? 

Der ausgeiitherte Harn wurde mit Aluminiumhydroxyd 
auf Uroporphyrinmethylester verarbeitet. Spektroskopischer 
Befund der Chloroformlésung: 


628,8—622,9 ; 586,2—567,4 ; 542,6—528,1 ; ab etwa 518 Ver 


625,8 576,8 535,38 
dunkelung. 








Die spektroskopischen Werte stimmen gut auf Uro- 
porphyrinmethylester. Auch hier ist die verhiltnismibig ge- 
ringe Menge an Uroporphyrin bemerkenswert. 

3. Ein weiterer Fall von perniciédser Animie. 
Verarbeitet 180 ccm Harn. 

Salzsaure Lisung: 597,8—589,5 ; 557,3—5 

593,6 550, 


44,0 ; ab 521,0 voll- 


— 





stindige Verdunkelung. 
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Das Spektrum ist schwach, ungefaihr so stark wie ein 


'schwaches Spektrum aus 500 ccm normalem Harn, 


4, Morsharn.') Der Harn (40 ccm) zeigte gegen Lackmus 


saure Reaktion. Er wurde zunichst im Kutscher-Scheudel- 


apparat mit Ather extrahiert, welcher sich hierbei gelb farbte. 


' Dann wurde der Harn mit Eisessig versetzt und ausgeithert. 


Salzsaure Lésung (schwach rétlich gefirbt): 597,8—590,5 ; 
594,1 





9 557,0—544,1 5 mach Vorbeschattung sehr stark 504,8—483,1; End- 





550,5 


a absorption: 438. 


Hierauf wurden 500 cem Harn ohne vorherige Extraktion mit Ather 


‘ auf Porphyrin verarbeitet. Salzsaure Lésung (stark rot gefiirbt): 


596,8—588,1 ; 557,0—540,1 . Nach Vorbeschattung 511,7— nicht fest- 
592.4 548,5 








P stellbar; Endabsorption nicht feststellbar. 


Atherische Lésung (Spektrum sehr scharf u. deutlich): 626,6—621,9 ; 














624,2 
600,2—594,8 ; (583,4) 570,6—566,3 ; nach Vorbeschattg. 533,9—525,1 ; 
597,5 568,4 529,5 


- nach Vorbeschattung 507,5—486,2 . Endabsorption: 468. 





496,8 
Ks ist verhiiltnismifSig viel Koproporphyrin vorhanden. 


; Der Versuch, mit Hilfe von Aluminiumhydroxyd Uroporphyrin 
‘ nachzuweisen, miBlang. 


5. Harn nach einem starken BluterguB. Verarbeitet 
900 com Harn. 
Salzsaure Lisung: Breiter verwaschener Streifen 558,9—547,3 ; 
553,1 
nach Vorbeschattung 514,3—453,4 (Ende sehr unsicher); Endabsorp- 
tion: 482. 
Atherische Liésung: Vorbeschattung bis 637,3; 627,0—621,6 ; 
624,3 
972,5—567,8 ; 582,5—525,7 . Nach Vorbeschattung 505,4— nicht fest- 
569,9 529,1 
stellbar; Endabsorption: 423. 
Kine Vermehrung von Porphyrin konnte demnach nicht 
festgestellt werden. 

















*) Wir verdanken den Harn Herrn Prof. Dr. Neubauer. 
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6. Harn einer Frau, die seit 10 Jahren tiglic) 
0,3 g Luminal einnimmt. Angewandt 450 ccm Harn, [ji 
Farbe des Harns ist die des normalen Harns. Der Athe 
zeigt keine Farbung. Die Salzsiure farbt sich intensivst ro 

Salzsaure Lisung: 598,8—588,8 ; 557,8—542,8 ; sehr schwach 

593,8 550,3 
und verwaschen etwa 508— etwa 478; Endabsorption 445. 

Beim weiteren Ausschiitteln des Athers mit Salzsiiuy 
farbt sich letztere noch Smal jedesmal intensiv rot. Es is 
daher wahrscheinlich, da8 das Porphyrin als Leukoverbindung 
vorliegt, da auch der Harn keine Fiarbung zeigt. Die ver. 
einigten salzsauren Lésungen wurden durch Natriumacetat 
essigsauer gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. 





Atherische Lésung (alle Streifen sind sehr stark ausgebildet): Vor 
beschattung bis 643,1; 627,0—621,5 ; deutlich zuerkennen 600,7—595,: 











624,2 597,9 
(584,4) 571,8—566,0 ; 538,0—523,5 ; nach sehr starker Vorbeschattung 
568,9 530,7 
(507,2—486,0 ; Endabsorption: 458. 





496,6 


Faeces derselben Frau. 


300 g Faeces wurden mit 200 cem Alkohol und 400 ccm 
Ather verrieben, dann dekantiert. Hierauf wurde nochmal 
mit 100 ccm Alkohol und 200 ccm Ather verrieben und durch 
ein groBes Faltenfilter filtriert. Der Alkohol—Ather ist in 
dicker Schicht rot gefirbt, zeigt jedoch keinen spektroskopischen 
Befund. Die Faeces wurden auf dem Filter mit Ather gedeckt 
und ausgepreBt. Dann wurde mit 100 ccm Hisessig und 
300 com Ather verrieben und durch ein neues Faltenfilter 
filtriert, hierauf wurde noch mit einem Gemisch von 50 ccm 
Kisessig und 150 ccm Ather nachgewaschen. 

Der Kisessig—Ather wurde durch Wasser entmischt unt 
die iitherische Schicht 7 mal mit Wasser gewaschen. Hieraul 
wurde so oft mit je 3ccm 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, 
als diese noch sehr deutlichen spektroskopischen Befund zeigte. 
Dies war 7mal der Fall. Die ersten Salzsiiureausziige sind 
intensiv rot gefiirbt, wihrend die letzten gelbliche Farbe zeigten. 
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Spektroskopischer Befund des ersten Salzsiureauszuges 

nach starker Verdiinnung mit 5°/, iger Salzsiure: 

604,6—587,5; 561,5—541,8; 503,3—482,9; Endabsorption 437. 
596,0 . 551,6 493.1 

: Aus der salzsauren Lisung wurde essigsauer in Ather 

: ‘ibergeschiittelt: 






































635,3—630,2; 626,8—621,7 (588,7); 580,0—573,0 (566,9); 
dure 632,7 624,2 576,5 
3 ist # 539,9—527,6 (starker Vor- und Nachschatten); 510,7—487,2; End- 
lung 533,7 498.9 
me : absorption 435,5. 
setat ‘ Die spektroskopischen Werte sprechen fiir ein Gemisch 
F von Kammererporphyrin und Koproporphyrin. 
Vo. # «Aus dem Ather wurde in 25°/, ige Salzsiure tibergeschiittelt: 
95,2 ' 606,7—598,6 (591,2); 565,9—543,3; Endabsorption 440. 
! d 602,6 (598,9) 554.6 
img B= Aus der 25°/, igen Salzsiiure wurde essigsauer in Ather 
‘ " itbergeschiittelt: 
j 635,0—629,5; 626,4—621,0 (588,0) 580,4—573,6 (566,9); 
’ 632,2 623,7 577,0 
a p 41,8526, 7; 510, 9—486,5 (die beiden letzten Streifen zeigen starken 
con 534,2 498, 7 
mals a p Vor und Nachschatten); Endabsorption 435. 
urch ; 
in Dealt der Pauline Henrich & Ida Molzberger. 
chen 3 Jonas Gobel & Anne Marie, geb. ? 
eckt J Marie Margarethe Gébel Louise Catherine Gobel 
= ‘ Johannes eo Henrich Johann Christian Molzberger 
ect 3 Christian Henrich Christian Daniel Molzberger 
: Johannette : August Weyl 
Pauline ne August seeatnanee 
raul q & 
telt, 4 Caroline Breiher 
igte. 4 Ida eae 


sind q Die GroBmutter der Pauline Henrich 
ten, und die UrgroBmutter der Ida Molzberger 
| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVII. 16 


waren Schwestern. 
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Vorstehende Aufstellung auf Grund von Ausziigen ay 
den Kirchenbiichern (Zivilstandsregister) zu Emmerichenhaj 
Liebenscheid und Neukirch wird hiermit als richtig bescheinig, 


Neukirch, den 11. Juni 1916. 
gez. Schiitz, Pfarrer, 





Herrn Pfarrer Schiitz bin ich zu groBem Danke verpflichte 
dafiir, da8 er mit auBerordentlicher Gewissenhaftigkeit unj 
unter groBer Miihewaltung aus den Kirchenbiichern der i 
Betracht kommenden Gemeinden obigen Stammbaum herav. 
gearbeitet hat. 7 Wisthe: 


Untersuchung des Harnes von Molzberger. 


Der Harn des Falles Molzberger wurde zum ersten Mal: 
im Jahre 1916 untersucht. Zur Verfiigung standen 3,2 Lite 
heller roter Harn vom spez. Gew. 1017, in welchen spektr. 
skopisch deutlich Porphyrin nachweisbar war. Da der Fari- 
stoff mit Eisessig innerhalb 1/, Stunde nicht vollstindig ausfiel 
wurde sofort mit Barythydrat und Bariumchlorid ein hellroter 
Niederschlag ausgefalit, von dem abgesaugt wurde. Das Filtrat 
dunkelte schnell nach. Der Niederschlag wurde mit Methyl 
alkohol—Chlorwasserstoff verestert und auf die iibliche Weise 
auf Ester verarbeitet. Rohausbeute 0,2 g, Krystalle wie Uro- 
porphyrinmethylester, Schmelzp. jedoch 275° Eine Stickstof: 
bestimmung hatte folgendes Ergebnis: 

4,050 mg Substanz gaben 0,224 cem N (17°, 707 mm) = 6,05°/, %. 

Hiernach wire also hauptsichlich Uroporphyrinmethylester 
vorhanden, womit jedoch der Schmelzpunkt nicht iiberei- 
stimmt. Deshalb wurde mit 20 ccm 10°/,iger Natronlauge 
verseift, mit 100 ccm Eisessig tibersiuert und 4 mal ausgeiithert 
Aus der Atherlésung wurde dann wieder in der iiblichen Weis? 
der Ester isoliert, der ab 279° unscharf schmolz. Wenn mat 
bedenkt, daB Uroporphyrin in Ather unldslich ist, der Kopro- 
porphyrinmethylester jedoch bei 250° schmilzt, so muB auch 
dieses Verhalten wieder den Verdacht auf ein neues Porphyr 
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erwecken. Bemerkenswert ist die spektroskopische Unter- 
suchung; diese ergab 5 Streifen mit folgenden Mittelwerten: 
622; 597; 572; 581; 497,5. 

a Die Werte wurden mit einem Prismenspektroskop ermittelt, 
sie stimmen am ehesten auf Koproporphyrinmethylester, womit 
"jedoch der Schmelzpunkt nicht zu vereinbaren ist. 

Aus der ausgeditherten Mutterlauge wurde das Porphyrin 
' wieder abgeschieden und auf die iibliche Weise als Ester 
 isoliert. Mikroskopisch war die Krystallisation nicht einheit- 
"lich, der Schmelzpunkt wurde bei 269—270° gefunden. Eine 
. Stickstoffbestimmung hatte folgendes Ergebnis: 


1 4,317 mg Substanz gaben 0,255 cem N (19°, 711 mm) = 6,46°/, N. 
_ Es ist ttberraschend, da8 durch die Abtrennung des ather- 


_ léslichen Porphyrins der Stickstoffgehalt des Atherunldslichen 
in die Héhe gegangen ist; auch dieses Verhalten spricht fir 
' das Vorliegen eines Gemisches. Die spektroskopische Unter- 
~ suchung ergab folgende Werte: 

624; 597,5; 578; 5325; 498. 

Dies sind die Mittelwerte der Streifen, sie stimmen relativ 
_ gut auf Uroporphyrinmethylester. Um so mehr fallt der Unter- 
 schied im Schmelzpunkt und in der Analyse von Uroporphyrin- 
methylester auf. | 

Wir erhielten am 4. VII. 23 130 ccm Harn, welcher stark 
rot gefirbt war und schon in Zersetzung iibergegangen war. 
Er wurde mit 41/, ccm Eisessig stark angesiuert und mit 
150 com Ather ausgeschiittelt. Die atherische Loésung wurde 
10mal mit je 3 com Wasser gewaschen und hierauf mit */, ccm 
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) ® Here ‘ 
ve 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Diese salzsaure Liésung 
ne zeigte folgenden spektroskopischen Befund: 

; uge 596,5—588,7; 556,9—543,7; wobei eine leichte Beschattung sich 





ner 592,6 550,3 
_ bis 541,7 fortsetzte; Endabsorption 424. 


else ge 

man Der ausgeaitherte Harn (130 ccm) wurde mit Hilfe von 

me  Aluminiumhydroxyd auf Uroporphyrinmethylither verarbeitet.’) 

“ _ Der Aluminiumhydroxydniederschlag war rosa gefirbt, wihrend 
._ = —— 

yr E 1) Diese Zs. Bd. 132, S. 26 (1924). 
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die ammoniakalische Lésung einen braunlichen Ton zeigte. Dic) 
erhaltene Chloroformlésung zeigte folgenden spektroskopische 
Befund: 
627,5—621,6;  585,3—566,8; 541,25 29,2; 512,6—499,0. 
624,6 576,5 535,2 ~ 6023 
Der letzte Streifen ist undeutlich; Endabsorption 436,4. 











Der nach dem <Ausziehen mit Ammoniak verbleibend 
Aluminiumhydroxydniederschlag war nur noch ganz schwach 
gefirbt, er wurde in Methylalkohol aufgeschlammt und di 
Lésung mit Chlorwasserstoff gesittigt. Am nichsten Tag 
wurde im Vakuum abdestilliert, und der Riickstand mit Chloro. 
form und Sodalésung aufgenommen. Die braunlich gefiirbt 
Sodalésung zeigt undeutliche schwache Absorptionsstreifey, 
wihrend die Chloroformlésung keine Absorptionsstreifen zeigte, 

Am 2, August 1923 gelangten wir in den Besitz vm 
800 ccm Harn, welcher mit Toluol und Chloroform konserviert 
war. Der Harn war intensiv rot gefarbt, viel stirker als der 
Harn vom 4. Juli 1923. Das spezifische Gewicht war 1020, 

Das zum Konservieren benutzte Chloroform zeigte {ol- 
genden Streifen: 


505,4—489,2; Endabsorption etwa 424,7. 
497,3 





Der Harn selbst zeigte folgende spektroskopische Streifen: 
Vorbeschattung im Rot bis 634,8; schwach 620,6—600,3; stark 











610,4 
nach Vorbeschattung 581,5—558,7; sehr stark 545,1—533,1; sehr stark 
570,1 539,1 
511,4 bis etwa 491,0; Endabsorption 450. 





501,2 


Die 800 ccm Harn wurden mit 10 ccm Eisessig versetuzt, 
wodurch sehr bald Ausflockung eintrat. Am niachsten Tage 
wurde filtriert. Das Filtrat ist braunlich gefarbt, nicht meh 
rot wie vor dem Zusatz des Kisessigs. Die Farbe ist heller 
als die des Harnes von Petry. Die braunliche Lésung zeigte 
folgenden spektroskopischen Befund: 


Etwa 503,6 bis nicht feststellbar. 
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a Der durch Zusatz von Kisessig erzeugte Porphyrinnieder- 
chen 3 schlag wurde auf die iibliche Weise mit Methylalkohol—Chlor- 
‘wasserstoff verestert. Die Chloroformlésung zeigte im Spektro- 




















$92.0) , 
— — skop: 
P . 627,3—622,5; (585,8) 573,6—568,2; 541,1—529,3; 513,6—489,9; 
2 624,9 570,9 535,2 501,7 
| Endabsorption 435. 
4 Die eingeengte Chloroformlésung wurde mit heiBem Methyl- 
alkohol versetzt. Beim Erkalten krystallisierte ein schén rot 
lage J gefirbtes Porphyrin vom Aussehen des Uroporphyrinmethyl- 
loro fF esters in Form von zu Sternchen angeordneten Nadeln aus, 
rbte Die Menge war leider zu gering, um eine Schmelzpunkts- 


- bestimmung ausfiihren zu kénnen, die spektroskopischen Werte 
_ sprechen fir Uroporphyrinmethylester. 

a Ende September 1923 erhielten wir eine weitere Menge 
viet JF Harn. Dieser war viel heller gefirbt, als der vom August, 
der [jedoch dunkler als der vom Juli. Durch Zusatz von Eisessig 
020, 7 konnte das Porphyrin nicht ausgefallt werden. 





Untersuchung des Stuhles von Molzberger. 

4 200 g Stuhl wurden mit 200 ccm Alkohol und 300 ccm 
Ather verrieben, das ganze durch ein Faltenfilter filtriert und 
mit 100 com Ather ausgewaschen. Der Riickstand wurde dann 
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fen: ' mit 100 cem Kisessig und 200 ccm Ather ebenso behandelt. 
fark HM Nach dem Waschen der dunkelbraunrot gefarbten Hisessig— 
i 4 Atherlésung bis zur Farblosigkeit des Waschwassers wurde 
_ diese mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Der salzsaure 
| Auszug war deutlich porphyrinrot gefirbt. Nach Zusatz von 
 Natriumacetat bis zur kongonegativen Reaktion wurde das 
se Porphyrin in Ather iibergetrieben. 
age Spektrum der itherischen Lésung: 
eb ; I. (schwach) 635,9—631,2; die Beschattung setzt sich leicht fort 
ller 633,5 und wird intensiv bei 
ote II, 625,8—622,0. 
: 623,9 
III. 588,0—574,7; die Beschattung setzt sich leicht fort und wird 
578,8 intensiv bei 
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IV. 570,9—567,2. 











569,0 
V. (nach Vorbeschattung) 539,1—524,9. 
532,0 
i. ) 509,6—488,7. 
499,1 


Spektrum in 5°%/,iger Salzsiiure (undeutlich): 


I. Beginn der Beschattung undeutlich bei 605,9. Das Ende de; 
Streifens wird vom 2. Streifen iiberdeckt, der bei 
II. 595,4—590,0 liegt. 
592.7 
III. (schwach) 580,0—572,8. 
516,4 
IV. (nach Vorbeschattung) 564,0—545,8. 
554,9 











Man beobachtet also die beiden iibereinander lagernden 
Spektren von Kiaimmerers und Koproporphyrin.  Kopro. 
porphyrin ist viel deutlicher als das Kimmerersche Por- 
phyrin, letzteres ist aber immerhin gut meBbar. 

Der Riickstand der wiederholt durch Ubertreiben in Salz- 
siiure und dann wieder in Ather gereinigten Hisessig—Atherlisung 
zeigte zum ‘T'eil Krystallisation und wurde mit methylalkoholi- 
schem Chlorwasserstoff verestert und in der iiblichen Weise ver- 
arbeitet. 


Spektrum des Esters in Chloroform. 
I. 627,5—616,1. 

















621,8 
II, (schwach) 598,2—593,5. 
595,8 
III. 581,1—574,6; die Beschattung setzt sich fort und wird 
57,8 intensiv bei 
IV. 570,4—563,8. 
567,1 
V. 548,8—524,2. 
536,5 


VI. 511,4—484,7. 





498,0 








des 
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Nach dem Verdunsten des Chloroforms hinterblieben lange, 


' .u Biischeln angeordnete Nadeln, die abgesaugt. mit wenig 
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a Chloroform aufgenommen und mit wenig siedendem Methyl- 


alkohol gefallt wurden. Nach langerem Stehen schieden sich 
reine Nadeln ab, die einen Schmelzpunkt von 247—251° (un- 


schart) zeigten. Der Koproporphyrinester ist also eindeutig 


 nachgewlesen. 


Sensibilisierungsversuche mit Paramicien. 


1. 1 Tropfen Petryharn und 1 ccm Wasser mit Para- 
micien: Keine Sensibilisierung. 

2. 5 Tropfen Petryharn und 1 ccm Wasser mit Para- 
micien: Keine Sensibilisierung. 

3. 2 Fléckchen des sehr gut ausgewaschenen Rohporphyrins 
und 1 ccm Wasser mit Paramiacien: Keine Sensibilisierung. 

4. Kolloidale Lésung von Hiamatoporphyrin. Mit einer 
Lisung von Paramiicien so stark verdiinnt, daB die Lésung 
fast vollkommen farblos ist: Sensibilisierung nach wenigen 
Minuten. 

5. Bei Wiederholung der Versuche 1 und 2 konnte nur 
das alte Resultat bestitigt werden. 


Versuche am 3. III. 1924 bei bedecktem Himmel. 


7. Uroporphyrin unter Zusatz von Natriumbicarbonat ge- 
list und so stark verdiinnt, so daB die Lésung eben noch 
schwach gefirbt ist: Um 11 Uhr mit Paramicien dem Lichte 
ausgesetzt, um 115° war Sensibilisierung eingetreten. 

8. Entsprechender Versuch mit Koproporphyrin: Auch 
um 12%° waren noch nicht alle Paramiacien sensibilisiert. 

9. Mesoporphyrin mit destilliertem Wasser zur méglichsten 
Lisung aufgekocht (Farbung war nicht zu konstatieren) und 
nach Erkalten mit Paramiicien versetzt: Um 11 Uhr dem Lichte 
ausgesetzt, schon um 11° waren alle Paramicien tot. 

10. Salzsaures Himatoporphyrin + Natriumbicarbonat: und 
mit Paramicien versetzt um 11 Uhr dem Lichte ausgesetzt, 
um 11° waren alle Paramiicien tot. 
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Versuche am. 10. III. 1924 bei strahlender Sonne. 


11. Eine Lésung von Methylenblau mit Paramicien yy : 
11 Uhr dem Lichte ausgesetzt, um 11° waren alle Pars. 
miicien tot. & 


12. Derselbe Versuch wie 11 mit Eosin ergab denselhey 
Befund wie mit Methylenblau. 

13. Versuch Nr. 7 mit Uroporphyrin wiederholt: Um 
117° Uhr dem Lichte ausgesetzt, um 12%° waren noch nicht ! 
alle, jedoch die meisten Paramicien tot. | 

14. Atioporphyrin wurde mit Wasser gekocht, dann die 
Lésung erkalten gelassen (die Lésung war vollkommen farblo: 
und mit Paramiicien versetzt. Bereits nach 5 Minuten waren 
alle Paramicien abgetotet. 

15. Noch starker sensibilisierend erwies sich das Kaliun- 
salz des Hamophyllins; schon nach 1 Minute waren die Para- 
macien tot, wahrend die vorher schwach rosa gefarbte Lisung 
sofort eine gelbe Farbe annahm. 

16. Mit einer Liésung des Kaliumsalzes von Koprophyllin 
wurden die Paramiicien auch nach 15 Minuten noch nicht ab- 
getétet, auch hier nahm die vorher rosa gefarbte Lésung beim 
Belichten sofort eine gelbe Farbe an. 

17. Eine Methylenblaulésung wurde mit Paramicien ver- 
setzt und dem Lichte ausgesetzt. Nach 10 Minuten waren 
diese abgetotet. 

18. Eine Methylenblaulésung unter Zusatz einer Liésung 
von normalem Harnfarbstoff wurde zur gleichen Zeit wie Nr. 17 
belichtet. Abtétung der Paramicien trat nicht ein. 

19. Dieselbe schiitzende Wirkung zeigte ein Zusatz des 
braunen Farbstoffes aus dem Harne von Petry zur Methylenblau- 
lésung. 


Versuche am 14. IL]. 1924 bei wolkenlosem Himmel. 


20. Der Versuch Nr. 17 wurde wiederholt. Nach 10 Mi- 
nuten waren die Paramicien tot. 

21. Der Versuch 18 wurde wiederholt. Sensibilisierung 
war auch nach 1 Stunde noch nicht eingetreten. 





bh’ 


Harnfarbstoff bei normalen und patholJogischen Verhiltnissen usw. 241 


— 


22. Der Versuch Nr. 19 wurde wiederholt, Sensibilisierung 
gar nach 1 Stunde noch nicht eingetreten. 

23. Durch eine EKosinlésung wurden Paramicien nach 
10 Minuten abgetotet. 

24. Nach Zusatz einer Lésung von normalem Harnfarb- 
stoff trat Sensibilisierung auch nach 1 Stunde noch nicht ein. 

25. Nach Zusatz einer Lésung von Petryfarbstoff zu einer 
Eosinldsung war ebenfalls nach 1 Stunde noch keine Sensi- 
bilisierung eingetreten. 

26. Durch eine Himatoporphyrinlésung wurden die Para- 
micien nach 10 Minuten getdtet. 

27. Nach Zusatz einer Lésung von normalem Harnfarb- 
soft trat Sensibilisierung auch nach einer Stunde noch nicht ein. 

28. Nach Zusatz einer Lésung von braunem Petryfarbstoff 
21 Hamatoporphyrinlésung war ebenfalls nach 1 Stunde noch 
keine Sensibilisierung eingetreten. 

Bei samtlichen Versuchen wurden selbstverstindlich Dunkel- 
kontrollen angesetzt, bei denen keinerlei Giftwirkung zu kon- 
statleren war. 
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7. Mitteilung. 


Uber Uroporphyrinogen-heptamethylester und eine neue Uber. 
fihrung von Uro- in Koproporphyrin. 
Von 


Hans Fischer und Werner Zerweek. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Marz 1924.) 


Im Harn der Porphyrinuriker sind als Hauptporphyrine 
Uroporphyrin und Koproporphyrin vorhanden. Die Abtrennung 
des Koproporphyrins insbesondere ist bis jetzt im wesentlichen 
mit Hilfe von Ather durchgefiihrt worden, auch die verschiedene 
Léslichkeit der Ester—Chlorhydrate ist herangezogen worden. 
Viel besser wird der Zweck erreicht mit Hilfe von Eisessig. 
Wahrend das freie Uroporphyrin in Eisessig so gut wie un- 
léslich ist, ist Koproporphyrin besonders in der Hitze relatiy 
leicht léslich und man kann so die Trennung der beiden Por- 
phyrine gut durchfihren. 

Nach dieser Methode haben wir Porphyrinharn in ziemlich 
groBem MaBstabe auf die Porphyrine verarbeitet und neue 
Mengen von Uro- und Koproporphyrin gewonnen. Die Unter- 
suchung auf Zwischenprodukte zwischen Uro- und Kopro- 
porphyrin (in geringer Menge konnte der Methylester eines 
neuen Porphyrins vom Schmelzp. 227° isoliert werden) ist noch 
nicht beendet und hieriiber erfolgt spiter Mitteilung. 

Weiterhin wurde mit Hilfe von Dimethylsulfat die Ver- 
esterung durchgefiihrt. Diese Methode fihrt sehr glatt zum 
Ziel; hierbei wurden Beobachtungen gemacht, die im Sinne 








er- 
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des Vorkommens eines weiteren Zwischenproduktes zwischen Uro- 
ynd Koproporphyrin sprechen. Der prachtvoll krystallisierende 
Ester schmilzt bei 255—257°, gibt mit Koproporphyrinmethyl- 
ester eine betrachtliche Schmelzpunktsdepression, kann infolge- 
dessen kein Koproporphyrinester sein. Die Analysenresultate 
haben noch kein eindeutiges Resultat ergeben; auch hier miissen 
est weitere Versuche abgewartet werden, bis man ein definitives 
Urteil abgeben kann. Das neu gewonnene Porphyrin gibt mit 
Kupferacetat in Kisessiglésung ein schon krystallisierendes Kupfer- 
silz vom Schmelzpunkt 292° Das freie Koproporphyrin wurde 
in sch6n krystallisierendem Zustande isoliert und der Klementar- 
analyse unterworfen. Leider war es nicht véllig aschefrei. 

Durch katalytische Reduktion mit Platinmohr in Eisessig- 
lisung gelang es, den Methylester des Uroporphyrins zur Leuko- 
verbindung zu hydrieren. Da die Reduktion wegen der 
Schwerléslichkeit des Uroesters in der Hitze durchgefiihrt werden 
nuBte, und die Wasserstoffaufnahme sich auf langere Zeit er- 
streckte, konnte leider die aufgenommene Menge Wasserstofi 
nicht ermittelt werden. Aus der nur noch schwach gefarbten 
Lisung gelang es dann, die Leukoverbindung des Esters in 
prachtvoll krystallisierendem Zustand abzuscheiden und zur 
Analyse zu bringen. MHiernach sind 4 H-Atome eingetreten. 
Der Schmelzpunkt der Leukoverbindung liegt bei 148°, ein 
auffallend niederer Wert, wenn man bedenkt, daB der Ester 
des entsprechenden Farbstoffs bei 290° schmilzt, und wir 
glaubten anfangs ein Spaltprodukt des Uroporphyrins vor uns 
haben. Jedoch li8t sich der Leukoester durch Luftoxydation 
wieder riickwirts in den farbstoff tiberfiihren, so da8 kein 
Zweifel vorliegt, daB® die genannten Beziehungen bestehen. Zur 
Sicherheit wurde auch noch das Molekulargewicht der Leuko- 
verbindung festgestellt, das in Benzol nach der Preglschen 
Mikromethode durchgefiihrt wurde und ein eindeutiges Ergebnis 
auf einen Grundkérper mit 4 Pyrrolkernen ergab. Die Mole- 
kulargewichtsbestimmung haben wir auch deshalb durchgefiihrt, 
weil wir wegen des niederen Schmelzpunktes der Leuko- 
verbindung an eine etwaige Entpolymerisation dachten. Diese 
ist jedoch hiernach ausgeschlossen. 











244 Hans Fischer und Werner Zerweck, 


Weiterhin wurde die totale Reduktion des Uroporphyring 
in der Kalte und in der Hitze durchgefiihrt. Heif wurde, 
die friiheren Resultate im wesentlichen bestiitigt; kalt wurde J 
mit Jodwasserstoff—Kisessig und Phosphoniumjodid 3 Monate 
stehen gelassen, und wieder die entfirbte Lésung nach den 
Kindampfen im Vakuum auf Basen und Séuren untersucht, 
Basenfraktion war nicht vorhanden, es wurde jedoch eine ge. 
ringe Menge eines sublimierbaren farblosen Ko6rpers erhalten, 
der nach der Analyse stickstofffrei, wahrscheinlich auch sauer. 
stofifrei ist. Die Ausbeute war jedoch so gering, daB wir uns 
nicht entschlieBen konnten, mehr des kostbaren Materials zu 
opfern. Die Siurefraktion gab eine Pyrrolsiure, die inten. 
sivste Ehrlichsche Aldehydreaktion gab, jedoch keinerlei 
Neigung zur Krystallisation besaB. Deshalb wurde sie de 
Oxydation mit Chromsiure unterworfen, wobei eine krystalli- 
sierte Saéure erhalten werden konnte, nach der Analyse leider 
nicht in reinem Zustande, vielleicht handelt es sich um ein Ge- 
misch von der carboxylierten Himatinsiure und carboxyliertem 
Maleinsiureanhydridderivat; die Stickstoffbestimmung weniy- 
stens kann in diesem Sinne gedeutet werden. 


Beim Reduktionsversuch in der Kilte wurde eine nicht 
unbetriachtliche Abspaltung von Ammoniak festgestellt, im 
ganzen rund 1/, des Pyrrolstickstoffes. Dies steht in Uber- 
einstimmung mit der Annahme, daB 2 Oxypyrrolkerne im Uro- 
porphyrin enthalten sind. Fiir das Koproporphyrin mu8 der 
analoge Versuch noch durchgefiihrt werden. Die Oxygruppen 
diirften in @-Stellung enthalten sein. 


Endlich wurde durch Oxydation des Uroporphyrins neuer- 
dings die carboxylierte Himatinsiure in krystallisiertem Zu- 
stande dargestellt und ihr Verhalten gegen den _ polarisierten 
Lichtstrahl untersucht. Es wurden friher fiir die carboxylierte 
Himatinsiure vor allen Dingen folgende 2 Formeln in Betracht 


gezogen: 
OH 
i ae = io COOH 4H 0-0-0 OH C0 
| | 
I o=C bo COOH DT. Oa COnd 
eg 


i 
NH NH 








sht 


OOH 
OOH' 
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Wie man sieht, enthalt I ein asymmetrisches Kohlenstoff- 


atom und es wire immerhin méglich bzw. wahrscheinlich, daJB, 


wenn diese Konstitution richtig ist, dann die Siure in optisch 


'aktiver Form vorhanden sein miifte. Dies ist nicht der Fall. 


Allerdings darf nicht verschwiegen werden, daB auch die 
Konstitution IL nach den synthetischen Erfahrungen von 
H. Fischer und B. WeiB?) nicht sehr wahrscheinlich ist, da es 
sich herausgestellt hat, daB durch Jodwasserstoffreduktion in 
der Siedehitze bei einem Ké6rper von der Konstitution II eine 


| Carboxylgruppe zur Abspaltung gelangt und es wire deshalb 


bei den oben geschilderten Reduktionsversuchen in der Hitze 
zu erwarten, daB glatt Himopyrrolcarbonsiure resultierte, was 


jedoch nicht der Fall ist. Die in Angriff genommene Syn- 


these der entsprechenden Sauren miissen nihere Aufklirung 
bringen. 

Von besonderem Interesse ist das Verhalten von Uro- 
porphyrin gegen Salzsiiture. Wiahrend mit konzentrierter Salz- 
siure keinerlei Reaktion beim Kochen am RiickfluBkiihler be- 
obachtet wurde, trat beim Erhitzen mit 1°/,iger Salzsiure 
unter Druck Abbau zum Koproporphyrin ein. Wir haben die 
Versuche deshalb durchgefiihrt, um eine Methode zu besitzen, 
um eventuell Uroporphyrin aus Organen zu isolieren, fiir die 
neuerdings von Ssadikow und Zelinsky?) eine schéne Spalt- 
methode angegeben ist. Ob sich praktisch so Uroporphyrin 
baw. Koproporphyrin aus Organen gewinnen 1la8t, haben wir 
noch nicht untersucht. 

Vom chemischen und physiologischen Standpunkt aus ist 
diese neue Uberfithrung von Uroporphyrin in Koproporphyrin, 


die friiher schon mit Hilfe von Jodwasserstoff*) gelungen war, 


von besonderem Interesse. Nach der Analyse miissen im Uro- 
porphyrin neben den 7 Carboxylgruppen noch 2 Hydroxyl- 
gruppen bzw. 2 Sauerstoffatome in noch unbekannter Bindung 
angenommen werden, wihrend beim Koproporphyrin nach noch 
unverdffentlichten Versuchen von H. Fischer und J. Hilger 


a 


‘) Chem. Ber. Bd. 57, S. 602 (1924). 
*) Biochem. Zs. Bd. 136, 8. 241 (1923). 
‘) Hans Fischer, Diese Zs. Bd. 97, S. 116 (1916). 
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immerhin 4 Carboxylgruppen, gebunden an eine sauerstof. 
freie Grundsubstanz, in den Kreis der Méglichkeiten gezoge, 
werden kénnen. Nach der friher ausgefiihrten Methode yj 
Hilfe von Jodwasserstoff war es méglich, daB insbesondere 
Hydroxylgruppen durch den Jodwasserstoff reduziert wiirdey 
neben Abspaltung von COOH-Gruppen und so ein Ubergang 
zum 4-carboxyligen Koproporphyrin das Ergebnis wire. Unter 
den hier ausgefiihrten Bedingungen ist eine solche Reaktion 
wohl ausgeschlossen und wir betrachten deshalb dieses Resultat 
als eine willkommene Bestitigung der friiher anfgestelltey 
Formel. Biologisch ist das Resultat besonders beachtenswert, 
weil damit wiederum eindeutig der Beweis geliefert ist yon 
dem engen Zusammenhang zwischen Uro- und Koproporphyria, 
Endlich wurde noch festgestellt, daB durch Zusatz von Eisessig 
zu einer itherischen Lésung des Koproporphyrins keine stir. 
kere Verschiebung der Absorptionsbanden erfolgt. 

Fir die Ausfiihrung der Mikroanalysen sind wir den 
Herren Schubert, Reindel u. Rich. Miller zu Dank ver. 
pflichtet. 


Experimenteller Teil. 


Verarbeitung des Harnes von Petry auf Kopropor- 
phyrin und Uroporphyrin. 

Der mit Chloroform und Toluol konservierte Harn wurde 
mit Eisessig versetzt und zwar auf 1 Liter Harn 12'/, cc 
Hisessig. Nach mindestens 1 stiindigem Stehen wurde filtriert, 
das Porphyrin mit Wasser gewaschen, noch feucht vom Filter 
genommen und mit wenig Hisessig in der Kilte auf der 
Maschine 1 Tag geschiittelt. Dann wurde filtriert und mit 
wenig Wasser nachgewaschen. Hisessig und Waschwasser sind 
schmutzigbraun gefirbt. Der Niederschlag wurde hierauf vom 
Filter genommen und einige Male mit Hisessig ausgekocht. Die 
schén rot gefirbte Eisessiglisung wurde im Vakuum auf ei 
kleines Volumen eingeengt. Beim Erkalten und lingered 
Stehen krystallisiert dann direkt das Koproporphyrin 1 
schénen Krystallen aus. Das nochmals aus Lisessig un- 
krystallisierte Koproporphyrin wurde mit Hisessig, dann mit 
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’ Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und bei 100° iber 
PO, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Leider war der 
' Kérper immer noch aschehaltig. 


5,320 mg Substanz ergaben 12,461 mg CO,, 3,078 mg H,O und 


0,06 mg Asche. 


5,897 mg Substanz ergaben 0,426 cem N (726 mm, 20°). 
C,gHssN.0, (652,33) Ber. C 66,22°/, H 5,56, N 8,59%/, 
Gef..) ,, 64,63 ,, 655 ,, 8,89 


Der durch das Auskochen mit KEisessig vom Kopro- 


| porphyrin befreite Niederschlag wurde zur méglichsten Ent- 
'fernung des Kisessigs mit Wasser gewaschen und noch feucht 
auf Uroporphyrinmethylester verarbeitet. Das Porphyrin wurde 
| mu diesem Zwecke in einem Gemisch von Methylalkohol und 
| konzentrierter Schwefelsiure (1 Vol. konzentrierte Schwefel- 
| siure auf 20 Vol. Methylalkohol) eingetragen und unter hau- 


figem Umschwenken 3 Tage bei gewdhnlicher Temperatur 
stehen gelassen. Dann wurde mit Methylalkohol etwas ver- 


| dimnt und von Harnsiiure abgesaugt. Das intensiv violett 


gefiirbte Filtrat wurde nun unter guter Kihlung mit wasser- 


freier Soda neutralisiert, wodurch sich der Uroporphyrin- 
» methylester in Flocken abschied und die Fliissigkeit einen 
 briunlichen Ton annahm. Das Gemisch von Ester und an- 
organischen Salzen wurde abgesaugt und im Exsiccator ge- 
_ trocknet. Dann wurde es im Soxhletapparat mit Chloroform extra- 
| hiert, bis das ablaufende Chloroform das Porphyrinspektrum 
- nicht mehr zeigte. Die Chloroformlésung wurde filtriert, mit 
Chloroform etwas verdiinnt und zu der siedenden Lisung sie- 
dender Methylalkohol gegeben. Nach kurzer Zeit beginnt die 


Abscheidung von schénen Krystallen. Nach Stehen in Eis wurde 


abgesaugt und mit Methylalkohol gewaschen. Schmelzpunkt 


des schén krystallisierenden Uroporphyrinmethylesters 286 bis 


| 287° 


5,959 mg Substanz gaben 13,495 mg CO,, 3,175 mg H,O und 
0,053 mg Asche. 
5,572 mg Substanz gaben 9,956 mg AgJ. 
C,;H;,0,.N, Ber. C 60,88°/, H 5,44°/, OCH, 23,44°/, 
Gef. ,, 61,78  ,, 5,98 28,61 


1) Die Asche ist abgezogen. 
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Ks ist bemerkenswert, daB in der Soxhlethiilse trotz stunde». 
langen Extrahierens immer noch verhialtnismiBig grofe Menger 
Porphyrin von den anorganischen Salzen zuriickgehalten werdey 
und durch einfaches Extrahieren nicht mehr gewonnen werdey 
konnten. 

Deshalb wurde der im Soxhletapparat zuriickbleibende 
Riickstand mit Wasser verrieben. Die klare Flissigkeit wurde 
dekantiert, der Riickstand zur Verseifung mit Natronlauge ge. 
kocht, welche hierbei eine intensiv rote Farbe annahm, nit 
Kisessig bis zur schwach alkalischen Reaktion abgestumpft, 
filtriert, mit Eisessig stark angesiuert und nach langerem Stehen 
abgesaugt. Das Filtrat zeigt das Porphyrinspektrum nur noc) 
angedeutet. Der fast schwarze Filterriickstand wurde im Kx. 
siccator getrocknet und erneut mit Methylalkohol—Schwefelsiiure 
verestert. 

Die nach Abscheidung des Uroporphyrinmethylesters 
bleibende methylalkoholische Mutterlauge ist braunlich, in 
dicker Schicht rot gefiirbt und zeigt folgendes  spektro- 
skopisches Bild: 


647,3—635,8; 624,9—616,3; mach Vorbeschattung 581,0—5625: 
642,5 620,6 571,9 
540,1—526,0; 512,1—486,7; Endabsorption 442,4. 
533,0 499,4 











Nochmalige Ablesung nach 14 stiindigem Stehen ergab: 


648,7—636,3; 625,6—616,5; 580,0—564,1; 539,7—525,5: 
642,5 621,0 572,0 532,6 
512,1—486,5; Endabsorption 445. 
499,3 

















Ein anderer Teil des methylalkoholischen Filtrats wurde 
mit Sodalésung versetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Spektroskopischer Befund dieser Chloroformlésung: 


649,0—637,0; 627,2—616,8; nach Vorbeschattung 582,8—563. 
643,0 622,0 573,3 
544,0—527,5; 516,8—486,1; Endabsorption 460. 
535,7 501,4 














Nochmalige Ablesung nach 14stiindigem Stehen: 
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649,7—637,5; 627,2—617,6; 582,8—564,5; 543,5—529,1 (526,8); 
643,6 622,4 573,6 536,3 


: 515,0—485,8; Endabsorption 451. 
pane BE 


500,4 
Die spektroskopischen Werte, insbesonders der erste 


‘Streifen im Rot, ergeben, daB in der methylalkoholischen 


' Mutterlauge noch ein anderes Porphyrin vorhanden sein muB 


‘als Uroporphyrin und Koproporphyrin. 


Die methylalkoholische Fliissigkeit wurde deshalb im 


Vakuum eingeengt, wobei sich ein nichtkrystallisierter Kérper 
-ausschied. Ein Teil von der Flissigkeit wurde mit Sodalésung 
‘versetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt. 


Spektroskopischer Befund dieser Chloroformlésung: 
650,3—639,0; 626,2—618,1;  584,3—-565,1; 548,65 28,3 
644,6 622,1 574,7 538,4 

















4 512,2—491,5; Endabsorption 466, 


501,7 
Ein anderer Teil wurde mit Wasser versetzt und aus- 


 geiithert. 


Spektroskopischer Befund dieser Atherliésung: 
648,0—636,4;  627,5—621,2; —581,5—568,3; 544,2—525,2: 
642,2 624,3 574,9 534,7 














| 507,2-485,0; Endabsorption 441,5. 


SOE eS Ae Ee ea er 





496,1 
Nach Ansiuern mit Essigsiure und Ausschiitteln mit 


Ather ergab die itherische Lésung folgenden spektroskopischen 


Befund: 
649,9—635,5; _627,6—621,8 (608,8); 585,9—565,4; 550,4—521,9; 
642.7 624,7 575,6 536,1 








| 512,6—483,5; Endabsorption 450. 





498,0 


: Verarbeitung der Mutterlauge vom Umkrystallisieren 
des Uroporphyrinmethylesters. 


Die Mutterlauge (Chloroform—Methylalkohol) vom Um- 
laystallisieren des Uroporphyrinmethylesters ist noch tief rot 


gefiirbt, sie muB also noch ein Porphyrin enthalten, welches 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVII. 17 
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nicht Uroporphyrin ist, da letzteres aus Chloroform—Methy). 
alkohol quantitativ ausgefallt wird. Die Mutterlauge wurde 
im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand yj 
10°/, iger Natronlauge zur Verseifung gekocht. Nach Erkalten 
wurde mit Hisessig angesiiuert und die Fliissigkeit sim: 
Niederschlag im Kutscher-Steudelapparat mit Ather extrahiert, 
Der Ather firbt sich, wenn immer wieder Eisessig nachgegebey 
wird, tagelang rot. Der Ather—Eisessig wurde im Vakuum 
zur Trockne gebracht und der Riickstand auf die iibliche 
Weise mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff verestert. Die 
erhaltene Chloroformlésung wurde mit heiSem Methylalkohol 
versetzt. Nach einiger Zeit fiel ein nichtkrystallisierter Korper 
aus, wihrend die Mutterlauge noch intensiv rot gefirbt war, 
Durch Aufnehmen des nichtkrystallisierten Koérpers in heifen 
Chloroform und Zugabe von heiBem Methylalkohol konnte der 
K6érper im krystallisierten Zustande erhalten werden. [3s 
waren derbe, schraubenférmige Krystalle, welche bei 225—228° 
schmolzen. Eine Chloroformlésung des Kérpers zeigte {ol- 
genden spektroskopischen Befund: 

















627,9—618,5; 599,5—593,4; 583,0—563,2; 540,2—527.3: 
623,2 596,4 573,1 533,8 
514,3—484,3; Endabsorption 443. 
499.3 


Die spektroskopischen Werte liegen zwischen Uro- und 
Koproporphyrinmethylester, nihern sich jedoch stark dem 
Werte des Koproporphyrinmethylesters, der jedoch dem Schmelz- 
punkt nach und dem Aussehen der Krystalle unter dem Mi- 
kroskop nicht vorliegen kann (Schmelzpunkt des Koproporphyrin- 
methylesters 252°!) 


Gewinnung eines neuen Porphyrins aus dem Rob- 
porphyrin des Harnes von Petry mit Hilfe von 
Dimethylsulfat. 

Das Rohporphyrin wurde, nachdem das Koproporphyrn 
mit Kisessig nach der vorher beschriebenen Methode entfernt 
worden war, in Sodalésung gelést, die rote Lésung filtriert 
und auf dem Wasserbade erwirmt. Die Lésung wurde hierau! 
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' vom Wasserbade genommen und mit kleinen Mengen von Di- 
' methylsulfat unter Umschwenken versetzt, wobei jedesmal eine 


suBerst lebhafte Reaktion eintrat. Das Porphyrin schied sich 
in braunen Flocken ab und wurde nach Erkalten der Fliissig- 


keit durch Chloroform ausgeschiittelt. Die gewaschene Chloro- 


formlésung wurde im Vakuum zur Trockne gebracht, der 
Riickstand mit Chloroform aufgenommen, die Lésung filtriert, 


erwirmt und mit heiBem Methylalkohol versetzt. Es erfolgte 
» eine amorphe Ausscheidung, welche durch Umfallen aus Chloro- 
| form—Methylalkohol nicht zur Krystallisation gebracht werden 
'konnte. Sie wurde deshalb in Chloroform gelést und die 
 Lisung der langsamen Verdunstung iiberlassen. Nach langerem 
| Stehen schieden sich schéne Krystalle aus. Sie wurden mit 
| Methylalkohol aufgeschlammt, abgesaugt und mit Methylalkohol 


gewaschen. Die Krystalle sind intensiv rot gefairbt und zeigen 
uiter dem Mikroskop ein anderes Ausselen als der Uro- 
porphyrinmethylester. Schmelzp. 253—255°, nachdem bei 
250° bereits Sintern eingetreten war. Mischschmelzpunkt mit 


' Koproporphyrinmethylester ergab starke Depression auf 225°. 


Der Kérper zeigt in Chloroformlésung folgendes spektro- 
| skopisches Bild: 


629,3—621,9; _601,6—596,5 (5861); 573,6—567,9; 541,8—529,2; 
625,5 599,0 577,0 535,5 








| 514,0—488,1; Endabsorption 438,5. 





501,0 
Zur weiteren Reinigung wurde das erhaltene Produkt 


' (0,2335 g) in 16 com Chloroform gelést, die Lésung filtriert, 


zum Sieden erhitzt, und hierzu 70 ccm siedender Methylalkohol 


_gegeben. Beim Erkalten erfolgte Krystallabscheidung, welche 

_unter dem Mikroskop einen durchaus einheitlichen Eindruck 

/ machte und in Nadeln, welche zu Sternchen angeordnet waren, 
krystallisierte. Schmelzp. 255—257°. 


4,908 mg Substanz gaben 11,714 mg CQ,, 3,212 mg H,0O. 


7,424 mg és » 17,174 mg CO,, 4,302 mg H,0. 
6.896 mg ‘a » 16,470 mg CO,, 3,896 mg H,0. 
5,122 mg m ., 0,242 eem N (718 mm, 17°). 
5,205 mg se » 0,252 cem N (716 mm, 17°). 
5,682 mg ne » 8,128 mg AgJ. 


i bag 
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Gef. C 65,11°/, H 7,830°%, N 5,25% OCH, 18,86°%, 
», 65,35 », 6,50 5 5,36 
,» 65,15 »» 6,32 
Der Koérper zeigt in konzentrierter Salzsiure, in welche 
er mit schén roter Farbe leicht in Lisung geht, folgenden 
spektroskopischen Befund: 
604,6—595,6; 584,0—574,8; 565,1—545,9; Endabsorption 434, 
600,1 579,4 555,5 





Kupfersalz des Kérpers. 


Zu einer heiBen Hisessiglésung des Kérpers wurde eine 
heiBe Eisessiglésung von Kupferacetat gegossen. Nach Erkalten 
wurden die roten Krystalle abgesaugt und zuerst mit Kis. 
essig, dann mit Wasser gewaschen. Das Kupfersalz schmilzt 
bei 292°. 


Versuche, den Uroporphyrinmethylester durch Be. 
handlung mit Dimethylsulfat in das ,,Dimethylsulfat. 
produkt“ vom Schmelzp. 257° iberzufihren. 


1. 0,05 g Uroporphyrinmethylester wurde in 6 ccm Pyri. 
din gelést und etwa 1/, com Dimethylsulfat zugegeben. Hierbei 
trat Erwirmung auf. Es wurde einige Stunden geschiittelt, 
wobei keine sichtbare Verinderung zu bemerken war. Durch 
Zugabe von Wasser trat Ausfallung von unverindertem Uro- 
porphyrinmethylester ein. 

2. Der so zuriickerhaltene Uroporphyrinmethylester wurde 
in 6 ccm Pyridin gelést und nach Zugabe von 1 ccm Dimethyl 
sulfat einige Male aufgekocht. Nach Erkalten und Stehen 
waren Krystalle ausgeschieden, welche abgesaugt, mit Pyridin, 
Wasser und Methylalkohol gewaschen und getrocknet wurden. 
Es war unverdinderter Uroporphyrinmethylester. Die noch 
intensiv rot gefirbte Pyridinmutterlauge schied durch Zugabe 
von Wasser den Rest von unverindertem Uroporphyrinmethy!. 
ester aus. 


Versuch, 
den Uroporphyrinmethylester zu benzoylieren. 


Uroporphyrinmethylester wurde im Pyridin gelést und mit 
frisch destilliertem Benzoylchlorid auf dem Wasserbade einige 


ote aA os Cre aS rr 


e—J eet i-pre feet OOo TCO lll lope Geet eo Olle 

















Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 953 








Stunden gelinde erwirmt. Es war keine Veranderung wahr- 
zunehmen. Am niachsten Tage waren schéne Krystalle aus- 
| geschieden, welche sich als unverinderter Uroporphyrinmethyl- 

ester erwiesen. Die Mutterlauge von ihnen wurde mit Wasser 
' yerdiinnt, wodurch sich der Rest des Uroporphyrinmethylesters 


| abschied. 


Versuch, den Uroporphyrinester zu acetylieren. 


1. Die Acetylierung wurde mit Essigsiureanhydrid ver- 
sucht ganz auf die entsprechende Weise wie der eben be- 
| schriebene Benzoylierungsversuch. Es konnte nur unverianderter 
| Uroporphyrinmethylester erhalten werden. 

| 2. Uroporphyrinmethylester wurde in Essigsiureanhydrid 
'aufgeschlammt und mit einer Spur konzentrierter Schwefel- 
siure versetzt. Der Ester ging augenblicklich mit schéner, 
rotvioletter Farbe in Lésung. Es wurde einige Minuten ge- 
kocht, nach Erkalten in Wasser gegossen, und die schwefel- 
saure Lésung durch Natriumacetat in eine essigsaure ver- 
wandelt, wodurch sich unverinderter Uroporphyrinmethylester 
ausschied. 


Leukoverbindung des Uroporphyrinmethylesters. 


1 g Uroporphyrinmethylester wurde mit 110 ccm Eisessig 
| aufgeschlammt und mit 0,4 g Platinmohr bei 100° in Wasser- 
stoflatmosphire hydriert. Die intensiv rot gefirbte Lésung 
nimmt allmahlich eine schwachrosa Farbung an. Vollstindige 
Entfirbung der Lésung konnte trotz zweimaliger Zugabe von 
je 0,2 g Platinmohr und stundenlangen Hydrierens bei gewohn- 
licher Temperatur und bei 100° nicht erreicht werden. Die 
Lisung wurde von Platin abfiltriert und mit sehr viel Wasser 
versetzt, wodurch das Hydrierungsprodukt in ganz schwach 
rosa gefirbten Krystallen ausgefallt wurde. Nach ganz kurzem 
Stehen wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und im 
Exsiccator getrocknet. Ausbeute 0,9g. Die Mutterlauge (essig- 
saure Lésung) schied nach langerem Stehen eine nicht unerheb- 
liche Menge von nichthydriertem bzw. zuriickoxydiertem Uro- 
porphyrinmethylester aus. 
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Die lLeukoverbindung schmolz bei 146° ohne Gag. 
entwicklung. Sie ist spielend léslich in Chloroform, leicht jy 
Ather; in Alkohol und Methylalkohol nur in der Hitze leich; 
léslich. Beim raschen Umkrystallisieren aus Methylalkohol 
konnte der Kérper in derben farblosen Prismen erhalten werden, 
Schmelzp. 148°, nachdem bei etwa 145—146° Dunkelfiirbung 
und Sintern eingetreten war. 


5,706 mg Substanz gaben 12,750 mg CQ,, 3,255 mg H,O. 


5,070 mg - » 11,323 mg CO,, 2,713 mg H,0O. 
5,017 mg ” » 0,284 com N (722 mm, 16°). 
4,837 mg ™ » 0,279 cem N (722 mm, 16°). 
4,967 mg ° », 0,280 cem N (723 mm, 15°). 
4,825 mg » 8,901 mg AgJ. 


6,850 mg . » in 1,313 g Benzol eine Siedepunkts- 
erhéhung von 0,013°, 


Cy H5sO,6Nq: 
Ber. Mol.-Gew. 930 C 60,62°/, H5,85°/, N 6,02, OCH, 23,34°/, 
Gef. 1070 », 60,96 5, 6,38 », 6,35 59 24,37 
,, 60,93 9» 0,98 5» 6,47 


5, 6,36 


Oxydationsversuche mit den Leukokérper. 


1. Der Leukokérper wurde in Alkohol gelést und uit 
wiBriger Eisenchloridlésung versetzt. Es entsteht ein roter 
amorpher Niederschlag. Nach Zugabe von Eisessig und etwas 
festem Natriumacetat wurde aufgekocht. Nach Erkalten wurde 
mit Chloroform versetzt und mit Wasser entmischt. Die 
braune Chloroformlésung zeigt folgenden spektroskopischen 
Befund: 


(668,1) 650,4—637,2 (612,5);  schwach 585,8—565,8; nach Vor 














643,8 575,8 
beschattung 544,4—528,9; 512,6—482,8; Endabsorption 457. 
536,6 497,7 


Die Chloroformlésung hinterlieB beim Eindunsten keinen 
krystallisierten Riickstand. 

2. Die Leukoverbindung wurde in Hisessig geliést und mit 
wasserfreiem EHisenchlorid versetzt, wobei sofortige Rotfirbung 
eintrat, und einige Minuten gekocht. Nach Erkalten wurde Chloro- 
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form zugegeben und mit Wasser entmischt. Die mit Wasser 
gewaschene Chloroformschicht zeigte folgenden spektroskopischen 


Befund: 
631,2—622,4; sehr schwach 603,0—598,0; 587,6—565,5; 544,9—527,0; 


——— al 











626,8 600,5 576,5 535,9 
518,9—484,7; Endabsorption 446,5. 
501,8 


Die Chloroformlésung ergab beim Eindunsten einen nicht 
krystallisierten Riickstand. Dieser wurde in Pyridin geldst, in 
welchem er mit roter Farbe leicht léslich war. Spektroskopi- 
scher Befund der Pyridinlésung: 

Unsicher 647,6—639,2 oder Vorbeschattung —639,2; 630,7—621,9; 














643,4 626,3 
schwach 602,6—596,5; 587,9—565,9; 544,4—525,9;  518,0—485,8; 
599,5 576,9 535,1 501,9 


Endabsorption 450,5. 


3. 0,05 g umkrystallisiertes Hydrierungsprodukt wurde in 
warmem Methylalkohol gelést, filtriert und nach Zugabe von 
Chloroform mehrere Stunden Luft durchgesaugt, wobei das 
Lisungsmittel verdunstete. Der Riickstand wurde mit Chloro- 
form aufgenommen, die Lésung filtriert und zur heiBen Lésung 
heiBer Methylalkohol gegeben. Nach kurzer Zeit krystallisierte 
ein rotbrauner Kérper aus, der unter dem Mikroskop das Aus- 
sehen von Uroporphyrinmethylester zeigte. Eine Probe wurde 
in Chloroform gelést. Diese Lésung zeigte folgenden spektro- 
skopischen Befund: 
628,3—622,2; sehr schwach 601,9—595,9; — (585,8) 574,1—567,8; 














625,2 598,9 576,8 
541,5—528,6; 513,7—487,9; Endabsorption 458. 
535,0 500,8 
4,552 mg Substanz gaben 0,245 cem N (717 mm, 15°). 
5184me » 11,625 mg CO,, 2,770 mg H,0. 
Cy, Hs.0ieNe Ber. C 60,88°/, H 5,44°/, N 6,05°/, 
Gef. ,, 61,15 » 6,00 » 6,03 


Die Analysenwerte, sowie die spektroskopischen Werte 
der Chloroformlésung stimmen gut mit Uroporphyrinmethyl- 
ester tiberein, ebenso der Schmelzpunkt, der bei 290° lag. 
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Mischschmelzpunkt mit Uroporphyrinmethylester ergab keine 
Depression. 


Totale Reduktion des Uroporphyrins. 


1. 1g Uroporphyrinmethylester wurde mit 18 ccm Kis. 
essig und 7 ccm Jodwasserstoff (D. 1,96) im Olbad 19 Stunden 
unter RiickfluB gekocht (Olbadtemperatur 165—170°). Hierauf 
wurde nach Zugabe einiger Tropfen Wasser das ausgeschiedene 
Jod durch Phosphoniumjodid entfarbt. Die Fliissigkeit war 
jedoch immer noch rotlichbraun gefirbt. Der Jodwasserstoff- 
Kisessig wurde im Vakuum bei méglichst tiefer Temperatur ab. 
destilliert, wobei ein rotbrauner fliissiger Riickstand hinterblieb, 
Dieser wurde mit Wasser aufgenommen, worin er sich spielend 
léste, die Lésung sodaalkalisch gemacht und viermal aus. 
geiithert. Die atherische Lésung war farblos und ergab eine 
vollkommen negative Reaktion mit Dimethylaminobenzaldehyd, 
Die itherische Lésung wurde im Vakuum zur Trockne ge- 
bracht. Es hinterblieb ein ganz minimaler Atherriickstand, 

Die rotbraune sodaalkalische Fliissigkeit wurde mit Schwefel. 
siure versetzt bis zur schwarzlichen Reaktion auf Kongopapier 
und 5mal ausgeiithert.) Die Atherlésung war jedesmal intensiy 
gelb gefarbt, farbte sich beim Stehen dunkel und triibte sich 
hierbei. Die Aldehydreaktion mit Dimethylaminobenzaldehyd 
war intensiv positiv. Der Ather wurde im Vakuum abdestilliert 
und der Riickstand zum Vertreiben des Wassers noch kurze 
Zeit im siedenden Wasserbade erhitzt. Es hinterblieb ein 
briunlichroter Riickstand, der in Ather nur zum Teil wieder 
ziemlich schwer in Lésung ging. Eine kleine Probe der 
itherischen Liésung ergab beim Abdunsten einen nicht krystalli- 
sierten Riickstand, der jedoch vielleicht Krystallisationsansitze 
zeigte. Beim Verreiben mit atherischer Pikrinsiure konnte 
kein in Ather oder Alkohol schwer lésliches Pikrat gewonnen 
werden. 

Es wurde nun versucht, durch Veresterung zu einem 
leichter faBbaren Produkt zu gelangen. Zu diesem Zweck 
wurde die Hauptmenge der itherischen Lisung im Vakuum 





1) Weitere Verarbeitung der wiBrigen Lésung siehe spiiter. 
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; erneut zur Trockne gebracht, mit 15 ccm absolutem Methyl- 
alkohol aufgenommen, in welchem leicht Lésung eintrat, und 

| die Flissigkeit unter Kiskihlung mit Chlorwasserstoff gesittigt. 
' Am nachsten Tage wurde im Vakuum bei niederer Temperatur 
fast bis zur Trockne abgedampft, dann mit Sodalésung und 
 Ather aufgenommen. Der Ather nahm hierbei eine rotbraune 
| Farbe an, wibhrend die Sodalésung nur noch sehr schwach 
gefiirbt war. Die itherische Lésung wurde im Vakuum zur 

' Trockne gebracht. Aus einer Probe des Riickstandes wurde 
vergeblich versucht, mit atherischer Pikrinsiure ein Pikrat zu 
erhalten. Ebenso negativ verlief der Versuch der Gewinnung 
eines Azofarbstoffes mit Hilfe von salzsaurer Diazobenzolsulfo- 
siureldsung. Die Lésung fairbte sich wohl intensiv dunkel- 
braunrot, jedoch erfolgte keine Abscheidung eines Azofarb- 
stoffles. Die dariiber stehende atherische Lésung gab keine 
Aldehydreaktion mehr, beim Abdunsten derselben bleibt ein 
betrichtlicher Riickstand, welcher jedoch kein Pikrat lieferte. 
Dem Verhalten gegen Diazobenzolsulfosiure nach sind in 

der itherischen Lésung trisubstituierte und tetrasubstituierte 
Pyrrole vorhanden. Erstere gaben sich zu erkennen an der 
positiven Aldehydreaktion und dem Verhalten gegen Diazo- 
benzolsulfosiure, letztere daran, da8B nach dem Auskuppeln mit 
Diazobenzolsulfosiure im Ather noch ein Riickstand vorhanden ist. 
Da also kein Pikrat oder Azofarbstoff zu fassen war, 
wurde die Hauptmenge des nach Veresterung, Aufnahme in 
Ather und Abdestillieren des Athers verbleibenden Riickstandes 
folgendermaBen verarbeitet, um womdglich einen krystallisierten 
Kérper fassen zu kénnen, der durch Kinfihrung einer Aldehyd- 
gruppe stabiler sein miBte. Der Riickstand wurde also mit 
Chloroform aufgenommen, wasserfreie Blausiure zugefiigt und 
unter Kiskithlung mit Chlorwasserstoff gesattigt. Nach 2tigigem 
Stehen wurde die Chloroformlésung vom entstandenen Nieder- 
schlag abgegossen, der Riickstand in Wasser unter Kiihlung 
gelist, die Lésung filtriert, mit Natronlauge alkalisch gemacht, 
wodurch die braunrote Lésung bedeutend heller wurde, und 
einige Zeit gekocht. Nach Erkalten wurde ausgeithert, der 
Ather hinterlaBt beim Eindunsten nur einen ganz minimalen 
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Riickstand, was auch nicht anders zu erwarten war, da durch 
die Behandlung mit Natronlauge eine wahrscheinlich yor. 
handene veresterte Carboxylgruppe verseift worden war. k; 
-wurde daher mit Schwefelsiure eben sauer gemacht und aus. 
geiithert. Der Ather hinterliBt eine geringe Menge eines 
braunschwarzen Riickstandes, kleine Nadeln oder Prismey 
schon makroskopisch leicht zu erkennen. 

Bei der Behandlung mit Blausiure wurde, wie erwihnt, 
die Chloroformlésung vom Niederschlag abgegossen und letzterey 
wie eben beschrieben verarbeitet. Die Chloroformlésung wurde 
nun folgendermafen verarbeitet: Sie wurde eingedunstet, und 
der Riickstand mit Natronlauge gekocht. Nach Erkalten wurde 
ausgeiithert, der Ather hinterlieB jedoch keinen Riickstand, 
Die alkalische Lésung wurde, nachdem angesiiuert war, aus- 
geithert. Die atherische Lésung hinterlieB eine geringe Menge 
eines nicht krystallisierenden Riickstandes. 

Die nach dem Ansiiuern mit Schwefelsiure und 5maligem 
Ausithern zuriickbleibende waiBrige Lésung wurde im Kutscher- 
Steudelapparat mit Ather extrahiert. Die atherische Lisung 
firbt sich gelb, spaiter rot, dann dunkelblauschwarz. Die 
Aldehydreaktion ist schon in der Kilte positiv. Die atherische 
Liésung ergab kein Pikrat, ebensowenig Abscheidung eines Azo- 
farbstofis mit Diazobenzolsulfosiure. Die gesamte Atherlisung 
wurde nun mit Diazobenzolsulfosiure zur Entfernung von tr- 
substituierten Pyrrolen ausgekuppelt. Die bleibende atherische 
Lésung lieferte auch jetzt kein Pikrat, und hinterlieB nach 
dem Abdunsten nur einen geringen farblosen Riickstand, welcher 
nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 

Nach der Extraktion der schwefelsauren Lésung im 
Kutscher-Steudelapparat wurde die Fliissigkeit auf Ammoniak 
untersucht. Sie wurde zu diesem Zwecke mit 80 ccm 25°/, iger 
Natronlauge versetzt und der Destillation unterworfen. Vor- 
gelegt waren 80 com n/10-Schwefelsiure, zuriicktitriert wurde 
mit 80 ccm n/10-Natronlauge. Bei der Aufspaltung des Uro- 
porphyrins mit Jodwasserstoff—Kisessig auf die eben be- 
schriebene Weise war also der Pyrrolstickstoff nicht in Am- 
moniak iibergefiihrt worden. 
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2. 1 g Uroporphyrinmethylester wurde mit 10 ccm Kis- 
essig, 5 ccm Jodwasserstoff (D. 1,96) und 1 g Phosphonium- 
jodid in ein Bombenrohr eingeschmoizen. Der Ester geht 
augenblicklich mit priachtig roter Farbe in Lésung. Nach 
4tigigem Stehen bei gewéhnlicher Temperatur zeigt sich die 
Farbe der Lésung stark aufgehellt, bei dem am Boden des 
Rohres liegenden Phosphoniumjodide ist Gasentwicklung fest- 
yustellen. Die Fliissigkeit ist viel diinnfliissiger, an der Ober- 
fiche hat sich ein Schaum abgeschieden. Nach weiteren 
3 Tagen ist die Fliissigkeit nur noch rosa gefirbt, die Menge 
des Schaumes hat zugenommen. Da auch nach weiteren 
14 Tagen keine vollstiindige Entfirbung eingetreten war, wurde 
im Wasserbade auf etwa 35° erhitzt. Nach 5tigigem Kr- 
wirmen ist die Fliissigkeit nicht mehr rétlich gefirbt, sondern 
gelb, das Porphyrinspektrum ist nur noch angedeutet. Am 
nichsten Tage war die Fliissigkeit gelb gefairbt, Porphyrin- 
spektrum konnte nicht mehr festgestellt werden. An der Ober- 
fiche waren wenig feste, anscheinend nicht krystallisierte 
Kérper ausgeschieden. Das Rohr wurde nun noch 2 Monate 
bei gewohnlicher Temperatur aufbewahrt und nach dieser Zeit, 
juBerliche Verinderung war nicht festzustellen, auf folgende 
Weise verarbeitet. 

Der Rohrinhalt wurde im Vakuum abgedampft, der Riick- 
stand mit Wasser und Sodalésung aufgenommen und aus- 
geiithert. Die atherische Lésung zeigt mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd in salzsaurer Lésung keine Rotfarbung, auch nicht 
beim Kochen, Pyrrole oder wenigstens di- und trisubstituierte 
kénnen also nicht vorhanden sein. Die itherische Liésung 
wurde im Vakuum abgedampft. Es hinterbleibt ein nicht 
krystallisierter, farbloser Riickstand. Er wurde mit Ather 
herausgespilt und die Lésung der Verdunstung iiberlassen. 
Um einen Anhaltspunkt iiber die Natur des Kérpers zu er- 
halten, wurde das Rohprodukt, da von diesen auch nur eine 
geringe Menge vorhanden war, analysiert. 

2,597 mg Substanz gaben 7,881 mg CO,, 3,353 mg H,O. Eine Stick- 

stoffbestimmung verlief negativ. 
Gef. C 82,80 %, H 14,40 %/o. 
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Nach dem Ergebnis der Analyse ist es am wahrscheip. 
lichsten, daB ein sauerstofffreier Kérper vorliegt; mit Sauer. 
stoff wiirde sich die unwahrscheinliche Formel ©,,H,,0  be- 
rechnen. 


Die sodaalkalische Lésung wurde mit Schwefelsiiure bjs 
zur schwirzlichen Reaktion auf Kongopapier gesetzt und aus. 
geithert. Die itherische Lésung zeigte intensivste Aldehyd. 
reaktion schon in der Kiilte. Beim Abdestillieren im Vakuum 
hinterblieb ein sich rasch rot firbender Riickstand, der kein 
Pikrat gab. Mit Diazobenzolsulfosiiure in salzsaurer Lisung 
trat Kuppelung ein, es konnte jedoch kein Azofarbstoff isoliert 
werden. Der Hauptteil der Substanz wurde in 15 ccm 50 °/, iger 
Schwefelsiiure gelést und unter Riihren mit 1 g Chromsiiure, 
welche in wenig Wasser gelést war, tropfenweise bei gewihn- 
licher Temperatur versetzt. Nach 5stiindigem Stehen wurde 
die griin gefarbte Flissigkeit ausgeaithert. Der Ather hinter. 
lieB einen betriichtlichen schén krystallisierten Riickstand, 
welcher jedoch nicht vollstiindig einheitlich erschien. Er wurde 
mit Aceton in der Kiilte digeriert, wobei der gréBte Teil in 
Lésung ging. Die Acetonlésung wurde nach Zusatz von Ather 
eingedunstet. Das nicht in Aceton in Liésung Gegangene 
wurde in Ather gelést und diese Lésung der Verdunstung 
iiberlassen. Es hinterblieb ein geringer, nicht krystallisierter 
Riickstand. 


Die in Aceton leichter léslichen Krystalle schmelzen nach 
Abpressen auf Ton und Waschen mit absolutem Ather bei 
155—160° Kine Stickstoffbestimmung ergab: 


4,510 mg Substanz gaben 0,150 ecm N (726 mm, 17°) = 3,69 °/, N. 


Nachdem, wie vorher beschrieben, die Fliissigkeit zu- 
erst alkalisch, dann sauer ausgeathert worden war, wurde 
eine Ammoniakbestimmung ausgefiihrt. Die Lésung wurde 
unter Zusatz von Natronlauge der Destillation unterworfen. 
Vorgelegt 50 ccm n/5-H,SO,, zuriicktitriert mit 86 ccm 
u/10-NaOH, verbraucht also 14 com n/10-H,SO, = rund 
0,02 g Stickstoff, dies entspricht rund 3/, des Pyrrolstick- 
stoffs. 
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Neuer Abbau des Uroporphyrins zum Kopro- 
porphyrin. 

0,1 g Uroporphyrinmethylester wurde mit 12ccm 1 °/,iger 
Salzsiiure im Bombenrohr eingeschmolzen. In der Kilte tritt 
keine Losung ein. Das Rohr wurde 3 Stunden auf 180—185° 
erhitzt. Die Lésung war nun rot gefairbt, wihrend die Haupt- 
menge einen schwarzen Riickstand bildete. Die Lésung in 
der Salzsiure zeigte folgendes spektroskopisches Bild: 

595,9—587,0 ; 574,7—567,2 ; 557,8—538,0 ; Endabsorption 435. 

592,9 570,9 547,9 








Aus der salzsauren Lésung wurde das Porphyrin durch 
| Natriumacetat ausgefallt und mit Methylalkohol—Chlorwasser- 
stoff verestert. Die in iiblicher Weise gewonnene Chloroform- 


lisung zeigte folgende spektroskopische Werte: 
626,3—617.8 ; 599,0—593,6 ; 582,1—573,7 ; _570,7—564,3 ; 
622,0 596,3 577,9 567,5 
539,3—526,2 ; 512,6—487,1 ; Endabsorption 488, 


532,7 499,8 

















Die spektroskopischen Werte stimmen gut auf Kopro- 
porphyrinmethylester. Die Chloroformlésung wurde im Vakuum 
zur Trockne gebracht, der Riickstand mit Chloroform auf- 
genommen und zur heiBen Lésung heiBer Methylalkohol ge- 
geben. Beim Erkalten und Stehen schied sich nur eine ge- 
ringe Menge von festem Kérper ab. Die nach dem Verdunsten 
des Chloroforms und Methylalkohols verbleibende Menge war 
so gering, daB sie nicht einmal zur Bestimmung des Schmelz- 
punktes ausreichte. 

Das bei der Behandlung des Uroporphyrinmethylesters 
mit Salzsiure nicht in Lésung gegangene schwirzlich gefirbte 
Produkt wurde auf die tibliche Weise mit Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff verestert. Die gewaschene Chloroformlésung zeigte 
folgenden spektroskopischen Befund: 


626,3—617,7 ; 597,7—593,3 ; 5 82,2—575,5 ; 571,55 63,8 ; 
622,0 595,5 578,8 567,6 
040,8—525,4 5 514,0—484,3 ; Endabsorption 451. 
533,1 499,1 
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Die spektroskopischen Werte stimmen gut auf Kopro. 
porphyrinmethylester. Die Chloroformlésung wurde im Vakuum 
zur Trockne gebracht, mit Chloroform aufgenommen, filtriey; 
und die heiBe Lésung zu heiBem Methylalkohol gegeben. Dey 
sich abscheidende Koérper wurde nach einiger Zeit abgesaugt, 
Er wog 0,01 g und schmolz bei 246°, Mischschmelzpunkt mit 
Koproporphyrinmethylester zeigten keine Depression. Auch 
die Stickstoffverbindung ergab, dab Koproporphyrinester vorlag, 

5,436 mg Substanz gaben 0,395 cem N (719 mm, 18°), 

CyoHyN,O, Ber. N 8,07 %,. 
Gef. ,, 8,06 


Verhalten des Uroporphyrinmethylesters gegen 
konzentrierte Salzsaure. 


0,1 g Uroporphyrinmethylester wurde mit 5 ccm konzen- 
trierter Salzsiiure 8 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht (Olbad- 
temperatur etwa 130°). Es trat sofortige Lésung mit violetter 
Farbe ein; nach 8 Stunden war iiuBerlich keine Verinderung wabr- 
zunehmen, Beim Verdiinnen mit Wasser trat Ausflockung ein, 
welche sich in Ather, nachdem essigsauer gemacht war, nicht liste. 
Beim Verestern des Niederschlages auf die bekannte Weise 
mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff konnte Uroporphyrinmethy!- 
ester zuriickerhalten werden, kenntlich an den spektroskopischen 
Werten, am Schmelzpunkt und am Mischschmelzpunkt. 


EKinwirkung von Schwefelsiure auf Uroporphyrin- 
methylester. 


Uroporphyrinmethylester lést sich in konzentrierter Schwefel- 
siiure mit tiefdunkelroter Farbe auf, beim Erhitzen im Wasser- 
bad tritt keine fuBerlich feststellbare Verinderung ein. Wird 
Uroporphyrinmethylester in rauchende Schwefelsidure eingetragen, 
so list er sich ebenfails mit tiefdunkelroter Farbe auf. Beim 
gelinden Erwirmen firbt sich die Flissigkeit hellblauviolett, 
dann blau, blaugriin, griin, gelbgriin, braungriin, braungelb 
und schlieBlich braun. Auch beim Erhitzen im siedenden 
Wasserbad konnte keine Farbiinderung mehr beobachtet werden. 
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Darstellung der carboxylierten Haimatinsiure. 

15 g Uroporphyrin wurde nach der Vorschrift von 
'H. Fischer?) auf die carboxylierte Himatinsiiure verarbeitet. 
' Eine Lésung der erhaltenen Siure in Aceton zeigte im 20 cm- 
' Rohr keine Drehung des polarisierten Lichtstrahles. 


Spektroskopische Untersuchung von Koproporphyrin. 


Reines_ krystallisiertes Koproporphyrin wurde in n/10- 
| Kalilauge gelést, die Loésung mit Ather iiberschichtet und 
' solange tropfenweise Kisessig zugegeben, bis beim Durchschiitteln 
' der Lisung der Ather eine rote Farbe annahm. 


1. Spektroskopischer Befund dieser Atherlésung: 
626,9—620,0 ; einschlieBlich Vorbeschattung 580,2—565,4 ; 
623,5 572,8 
532,0—522,7 ; mach Vorbeschattung unscharf 506,4—485,4 . 
52,3 495,9 
2. Zugabe von 1 cem Eisessig: 
626,0—621,1 ; Vorbeschattung 579,9—570,5 ; 570,5—566,4 ; 
| 623,5 575,2 568,5 
| 584,5—524,6 ; 505,7—486,0 . Ende undeutlich erkennbar. 
529,5 495,8 


























3. Zugabe eines weiteren cem Eisessig: 
626,3—620,7 ; Vorbeschattung 582,0—570,2 ; 570,2—565,7 ; 
628,5 576,1 567,9 
| 536,0—523,3 ; 507,4—484,4 . Ende undeutlich erkennbar. 
529.6 495,9 

4. Zugabe von 2 cem Eisessig: 

626,7—619,9 ;  Vorbeschattung 581,5—570,6 ; 570,6—566,2 ; 
623,3 576,0 568,4 
Die Beschattung setzt sich fort bis 551,4; 538,6—523,3 ; 508,1—483,6 . 
531,0 495,8 























5. Zugabe von 4 cem Eisessig: 
627,6—620,4 ; 605,9—599,6 ; _575,2—568,7 ; eller Schatten 
624.0 602,7 571,9 
568,7—5638,6 ; 563,6—550,5 ; 587,9—522,2 ; sehr undeutlich 


| ete 


566,1 557,0 530,0 
506,0—491,5 . Ende kaum erkennbar. 


rm 


498,7 














') Diese Zs. Bd. 98, S. 82 (1916). 
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6. Zugabe von weiteren 4 ccm Eisessig: 
Kaum erkennbar 626,8—-620,7 ; schwach 604,6—598.7. 


623,7 601.6 
574,1—568,8 ; heller Schatten 568,8—564,5 ; 564,5—550,0 ; 
571,4 566,6 557,2 
deutlich 537,5—523,0 ; niichster Streifen nicht mehr erkennbar. 
530,2 





un- 

















Berichtigung zur 6. Mitteilung iiber natiirliche Porphyrine. (Diese 
Zs. Bd. 135, 8. 254 [1924].) 

S. 255, Z. 8 von oben lies statt der Organe — im Organismus, 

S. 276 lautet die Uberschrift richtig: Porphyrine aus menscblicher 
Muskulatur und Organen (nach Hydrolyse und Fiulnis) sowie aus Fisch. 
fleisch und Hefe. 





Ober Lichenin und die Lichenase. 
V. Mitteilung tiber Hemicellulosen.?) 


Von 


Hans Pringsheim und Wilhelm Kusenack. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1924.) 


Die Erfahrungen der neueren Polysaccharidchemie haben 
' uns dariiber belehrt, daB der Gelzustand komplexer Poly- 
saccharide in verschiedenen Fallen durch Veresterungen mit 
| anorganischen Siiuren bedingt ist. So erwies sich das Amylo- 
pektin, die Hiillsubstanz des Starkekorns, als ein Ester der 
Phosphors’ure, so wurde die Gelose, das Polysaccharid des 
Agar—Agar, als eine Atherschwefelsiure erkannt?); als eine 
solche wurde auch eine Polyose aus den Schleimstoffen des 
Irlindischen Perlmooses, des Chondrus crispus, charakterisiert. *) 
Wir haben nun festgestellt, daB auch das Lichenin seine 
Quellbarkeit der Veresterung mit einer anorganischen Saure 
verdankt und zwar handelt es sich hier interessanterweise um 
die Kieselsiure. Wir fanden, daB mehrfach durch Lésen 
in Wasser und Ausflocken gereinigtes und vom Isolichenin 
befreites Lichenin bis zu 2,64°/, Asche enthalt, die sich als 


'\ TV. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 131, S. 262 (1923). 

*) Neuberg u. Ohle, Biochem. Zs. Bd. 125, 8. 311 (1921). — 
Samee u, Ssajevit, Chem. Zbl. 1922, I, 8. 1113; C. r. Bd. 173, 8. 1474 
(1921), 

‘) Haas, Chem. Zbl. 1921, IIT, S. 1248. — Russel-Wells, Biochem. 
JI. Bd. 16, S. 578 (1922). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXVII. 18 








266 Hans Pringsheim und Wilhelm Kusenack, 


reine Kieselsiiure ohne die Beimengung irgendwelcher anderey 
anorganischer Bestandteile erwies. Der Befund reiner Kiesel. 
siure in unserem Licheninpriparat kann nur durch Ver. 
esterung mit dem Polysaccharid erklirt werden, da eine Bei. 
mengung chemisch reiner Kieselsiiure als Verunreinigung ay 
sich unwahrscheinlich und in anderer als fester Form aus. 
geschlossen erscheint. 

Vor kurzem wurde von H. Pringsheim und Leibowitz) 
erkannt, daB im Gerstenmalz ein Ferment vorkommt, welches 
das Lichenin bis zur Cellobiose abbaut, waihrend die Spaltung 
des Disaccharides in Traubenzucker durch eine hier gleichfalls 
vorhandene, energisch wirkende Cellobiase iibernommen wird, 
Besonderer Wert wurde auf die Feststellung gelegt, daB das 
Lichenin quantitativ aus Cellobioseresten besteht. Der Nach- 
weis der Cellobiose wurde dadurch erméglicht, daB die Malz- 
auszugcellobiase beim Altern ihre Wirkung verliert, wahrend 
sie von der Lichenase iiberlebt wird. Unsere neueren und 
ausfiihrlicheren Untersuchungen haben uns nun dariiber belehrt, 
daB ein Absterben der Cellobiase nach 3 Monaten nicht immer 
ein vollkommenes ist; ja, selbst nach 4 Monaten findet bei 
langer Ausdehnung des Fermentversuches noch eine Spaltung 
des Disaccharides statt. Nach 6 Monaten ist der Auszug frei 
von wirksamer Cellobiase. 

In den friiheren Versuchen gelang es, das Lichenin zu 
84°), in Cellobiose aufzuspalten; jedoch war der Hauptversuch 
in seiner Ubersichtlichkeit dadurch belastet, daB kein voll- 
kommen ausdialysiertes, von reduzierenden Stoffen befreites 
Ferment von geeignetem Alter zur Verfiigung stand. Es wurden 
deshalb neue Versuche in Aussicht gestellt, die bis zur quanti- 
tativen Umwandlung des Lichenins in Cellobiose fiihren sollten. 
Wie aus dem experimentellen Teil ersichtlich, ist uns nun der 
einwandfreie Beweis gegliickt, da8 Lichenin zu 100°/, aus 
Cellobioseresten aufgebaut ist. Zum Uberflu8 haben wir die 
aus dem Spaltungsversuch hervorgegangene Cellobiose durch 
ein Gemisch von Pyridin und Essigsiureanhydrid acetyliert, 
wobei wir die Verwendung von Schwefelsiure als Katalysator 





‘) LV. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 131, S. 262 (1928). 
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: absichtlich vermieden, um dem Hinwand zu begegnen, daB die 
| yon uns gewonnene Octacetylcellobiose etwa durch Acetolyse 
’ aus ungespaltenem Lichenin hervorgegangen sei. Wir stellen 
vorher fest, daB beim Acetylieren von Cellobiose mit Pyridin 
a nicht die 8-Form des Acetates vom Schmelzpunkt 228°, sondern 
4 die a-Form, welche bei 195° schmilzt, gewonnen wird, und 
4 wir fanden bei unserer dem Lichenin entstammenden Cellobiose 
| dasselbe Ergebnis. 


Experimenteller Teil. 
Aschegehalt des Lichenins. 


Wir fiihren die Ergebnisse eines unserer Versuche an: 
_ 1,3304 g durch Alkohol entwdssertes und in der Trockenpistole 
q im Vakuum bei 78° getrocknetes Lichenin hinterlieBen bei der 
- Veraschung 0,0351 g Riickstand = 2,64°/,. Die Asche ist in 
4 Wasser und Salzsiure voéllig unldéslich. Dagegen konnte beim 
Abrauchen mit Schwefelsiure und FluBsiure im Platintiegel 
q quantitative Verfliichtigung erreicht werden, wodurch die 
| Substanz als reine Kieselsiure identifiziert ist. 


4 Der quantitative Abbau des Lichenins zu Cellobiose. 
4 Die Licheninlésungen wurden hergestellt, indem wir 
E Licheningallerte unter einem Uberdruck von 2—3 Atm. in 
q Wasser auflésten und die Lésungen nach 24stiindigem Stehen 
' vom ausgeflockten Lichenin befreiten. In diesen Lésungen 
_ stellten wir den Licheningehalt einerseits durch Verdampfen 
' bis zur Trockne fest und andererseits durch Hydrolyse mit 
- 25°/iger Salzsiure wihrend 2 Stunden im kochenden Wasser- 
' bade und mindestens 6 Stunden bei Zimmertemperatur. Die 
4 Ubereinstimmung war, wie folgendes Beispiel zeigt, eine vor- 
» ziigliche: 

: 10 ccm Lésung hinterlieSen beim Kindampfen 0,0633 g 
| Rickstand = 0,633°/,. — Derselben Menge dieser Lisung 
'entsprachen nach der Hydrolyse 129,6 mg Cu = 69,8 mg 
' Glucose = 62,8 mg Lichenin. — Unter Beriicksichtigung des 
' Aschengehaltes stimmt dieser Wert mit dem vorhergehenden 
| iiberein. 


fe a rena Se ey SOR a ale 
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Versuch A: 100 cem 0,318°/,ige Licheninlésung 
75 ecm Fermentlésung 
25 ecm Citratpuffer 


bei 37° (py = 5,0), 
Titrationen mit je 20 cem 








_———$—$—$$_ $e $$$ —_____- - 











sae i aa 
a Cain mg — | perestfuet af Celbiox 
0 —_— Sass 
24 21,9 48,0 
48 30,9 68,0 
72 36,0 80,0 
96 36,6 81,0 








Versuch B: 100 cem 0,318°/,ige Licheninlésung 
125 ccm Fermentlésung 
25 eem Citratpuffer 
Titrationen mit je 20 ccm 


bei 37° (Py = 5,0). 





‘inwi ngsdauer ; in °/,, 
ae ‘ Cu in mg Oe cei fy 
0 ome _ 

24 23,9 66,0 
48 27,8 77,0 
72 34,1 94,0 
96 34,4 95,0 








Bei der Berechnung der Spaltung wurde der Aschegehalt 
des Lichenins beriicksichtigt. 

Der Rest beider Lésungen wurde zusammen im Vakuum 
auf 50 ccm eingeengt und die konzentrierte Lésung titriert: 


5 ccm Lésung entsprechen 44,9 mg Cu, woraus sich die 
konzentrierte Lésung zu 0,652°/, Cellobiose berechnet. 


0,249. 1 


Drehung: [@]p’ = + —— = + 36,8°, theoret. 34,5° 


Versuch C: 150ccem 0,633°/,ige Licheninlésung 
400 ccm Fermentlésung 
100 cem Citratpuffer 
Titrationen mit je 20 cem 
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7 Einwirkungsdauer 
Stunden 

$9 35,5 84,0 
be 39,7 96,0 
™ 41,4 100,0 


Der Rest der Lisung wurde wie oben behandelt. 
Titration der konzentrierten Lésung: 
5cem Lésung . . . 96,5 mg Cu. 


Konzentration: = 1,402°/, Cellobiose. 
0,44°- 100 
1,402 =-+ 31,4° . 

Der Rest der Lésung wurde im Vakuum bis zur Trockne 
eingedampft und der Riickstand zur Darstellung des im theoreti- 
schen Teil schon erwihnten Acetates verwandt. 

Kin Versuch im neuen Semester ergab nach der Ent- 
eiweiBung mit Bleiacetat + 34,1°% 


Nachschrift. 


Die inzwischen von Karrer iber das Lichenin veréffent- 
lichten Arbeiten') waren uns schon vor Niederschrift dieses 
bekannt; wenn wir sie erst in der Nachschrift behandeln, so 
folyen wir hiermit dem Beispiel des Hrn. Karrer.*) Auf 
S. 152 schreibt er: ,Als dann P. Karrer und Joos nach- 
gewiesen hatten, daB das Lichenin eine solche leicht zuging- 
liche, kolloidlésliche Celluloseart ist, war vorauszusehen, daB 
Lichenin auch von dem in der Gerste vorkommenden Ferment 
abgebaut werden wiirde, was in einer kurz darauffolgenden 
Arbeit von H. Pringsheim und Seifert bestitigt wurde.“ 
Dieser Passus enthalt zwei irrefiihrende Feststellungen. Die 
Arbeit von H. Pringsheim und Seifert war fertig gestellt 
und zum Druck gegeben, ehe die Arbeit von Karrer und 
Joos der Offentlichkeit zuginglich war. Vor allem aber war 
durchaus nicht verauszusehen, daB das Lichenin auch von einem 
in der Gerste vorkommenden Ferment abgebaut werden wiirde, 
besonders nachdem Salkowski’) das Gegenteil behauptet hatte. 


') Helvetica chim. acta Bd. VII, S. 144, 154, 159 (1924). 
‘) Ebenda, S. 158. 
‘) Diese Zs. Bd. 104, S. 105 (1918). 


Spaltung in °/,, 
berechnet auf Cellobiose 


Cu in mg 




















Drehung: [a@]j? =+ 








270 Hans Pringsheim und Wilhelm Kusenack, 


Ware das irgendwie zu erwarten gewesen, so hitte Herr Karre; 
sich fiir seine Fermentversuche nicht des Darmsaftes von 59 
und mehr Schnecken, sondern des leicht zugiinglichen Mal, B 
extraktes bedient, besonders da sich letzterer fiir die Ver. : 
suche sehr viel besser eignet. Die Schneckenlichenase igs 
nimlich bedeutend unbestiindiger als die Gerstenlichenase; sje 
wird schon in kurzer Zeit zerstért. Aus diesem Grunde jst 
es mit der Schneckenlichenase iiberhaupt nicht méglich, x 
einer derartigen Zerlegung der Fermente, welche das Licheniy 
bis zum Traubenzucker spalten, zu gelangen, wie uns das bej 
den Malzfermenten gegliickt ist. Denn in der kurzen Zeit, einige 
Tage+) die bis zum Tode der Schneckenlichenase zur Verfiigung 
steht, wird kein Moment faSbar sein, in dem die Cellobiase bis 
zur vollkommenen Vernichtung ihrer Wirkungskraft zerstért ist, 

Was die Bemerkungen in der Karrerschen Nachschrift 
angeht, so ist in ihnen weder der Beweis, ja, nicht einmal 
die Behauptung enthalten, daB im Malzauszug keine energisch 
wirkende Cellobiase vorkommt, oder daB das Endprodukt der 
Lichenasewirkung ein anderer Zucker als die Cellobiose sei 
Der folgende Versuch beweist, daB frischer Malzauszug in der 
Tat zur quantitativen Cellobiosespaltung befihigt ist: 





40 eem 0,6°/,ige Cellobioselésung 
10 ecem Citratpuffer 

28 cem Wasser bei 37° (py = 5.0). 
2cem Fermentlésung 
Titrationen mit je 10 eem 














Einwirkungsdauer . Spaltung in °/,, 
Stunden Ou in mg berechnet zu Glucose 
0 41,3 nile 
24 56,4 etwa 72*) 
48 61,8 100 








Was die Beanstandung der Berechnung des Hauptver- 
suches anbetrifit, so behauptet Karrer, daB nicht 84”,,, 


) aa. ©. &. 246. 
*) Die Bestimmung der Cellobiose und Glucose nebeneinander lit 
sich rein rechnerisch aus der Reduktionskraft nicht mit groBer Genauig- 


keit durehfiihren. 
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sondern nur 79°/, Cellobiose gebildet war. In Anbetracht des 
Umstandes, daB wir weitere Versuche in Aussicht gestellt 
hatten, verlohnte sich diese Feststellung wohl kaum. Im 
iibrigen erkennen wir sie nicht als richtig an; so ist aus der 
angefiihrten Tabelle ersichtlich, daB 30 mg Cellobiose 41,3 mg 
Cu entsprechen, in vélliger Ubereinstimmung mit Bertrand 
und Benoist') wahrend Karrer’) 43,3 mg Cu gefunden hat. 
Wir verweisen weiter auf die Divergenzen in den Angaben 
iiber die Reduktionskraft der Cellobiose hin, die in folgender 
Tabelle enthalten sind und aus der hervorgeht, daB auch die 
von Karrer ermittelten Kupferwerte nicht ganz mit denen 
von Bertrand und Holderer, geschweige denn mit den 
spiteren von Bertrand und Benoist tbereinstimmen: 





Bertrand) Karrer?) 
mg Cu 








10 mg Cellobiose entsprechen 14,4 14,4 

ae ‘ " 27,9 29.5 

40 ,, 5 ‘ 55,8 57,3 

50 ,, be . 67,7 69,0 

Bertrand und Benoist#) geben die Reduktionskraft der 
Cellobiose zu 69,7°/, der Glucose an, woraus sich fiir 50 mg 
Cellobiose ein Wert von 66,4 mg Cu ergibt, Abweichend 
sind auch die Angaben von Ost und Prosiegel‘); nach ihnen 
entspricht die Reduktionskraft der Cellobiose 128°/, der Maltose, 
woraus sich als Wert fiir 50 mg Cellobiose 70,4 mg Cu be- 
rechnet; desgleichen die Angaben von Ost und Knoth5), die 
die Reduktionskraft der Cellobiose zu 74,1°/, der Glucose an- 
geben, d. h. fiir 50 mg Cellobiose 70,7 mg Cu. 

Bei der Ausfiihrung der Arbeit hat uns Herr Dr. Leibowitz 
unterstiitzt. Ihm, wie der Rockefeller-Foundation, sind wir fiir 
ihre Unterstiitzung sehr zu Dank verpflichtet. 








1) C.r. Bd. 177, S. 85 (1928). 

*) Karrer, Staub u. Joos, Helvetica chim. acta Bd. VII, S. 156 
(1924), 

*) Bertrand u. Holderer, Bull. d.1. 8, Ch. [4] Bd. VI, p. 177 (1910). 

*) Zs. angew. Chem. Bd. 32, S. 100 (1920). 

5) Cellulosechemie Bd. III, S. 34 (1922). 





Uber die fiir die Nuclealfirbung und Nuclealreaktion 
verantwortlich zu machenden Gruppen. 


Von 


R. Feulgen und K, Voit. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit GieBen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Marz 1924.) 


In einer Reihe von Arbeiten haben Feulgen, Rossenbeck 
und Voit ihre Auffassung von dem Mechanismus der Nu- 
clealfarbung und Nuclealreaktion dargelegt. Danach 
werden bei der partiellen milden Hydrolyse aus dem Verbande 
der Thymonucleinsaéure die Purinkérper abgespalten, und die 
dabei frei werdenden Gruppen haben die Eigentiimlichkeit, 
sich mit der fuchsinschwefligen Saure zu einem intensiven 
violetten Farbstoff zu verbinden. Somit wiren die fiir die 
genannte Reaktion verantwortlich zu machenden Gruppen 
Bestandteile der kohlenhydratahnlichen Komplexe. 
Auf dieselben Bausteine fihren wir die griine Fichtenspan- 
reaktion zuriick, und wir stehen auf dem Standpunkte, dab die 
Kohlenhydratgruppe der Thymonucleinsiiure keine ,,Hexose*, 
sondern ein Kérper von unbekannter Konstitution ist+), wobei 
vor allem auch der Vergleich mit den pentosehaltigen Nuclein- 
siuren maBgebend war, die nach partieller saurer Hydrolyse 
die erwahnten Reaktionen nicht geben. 

Entgegen diesen Anschauungen sind Steudel und Peiser’ 
der Ansicht, daB in der Thymonucleinsiure Hexosegruppen 
vorkommen, und sie nehmen im Interesse der Einfachheit ge- 


) R. Feulgen, Chemie tu. Physiologie der Nucleinstoffe. Borntriger. 
[Band V der Biochemie in Einzeldarstellungen von A. Kanitz.] 
”) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 132, S. 297 (1924). 
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E wohulichen Traubenzucker als wahrscheinlich an. Den Aus- 
: ‘all der Nuclealreaktion und der griinen Fichtenspanreaktion 
B aber, der mit dem Vorhandensein von Hexosegruppen ja schlecht 
' yereinbar ist, fihren sie auf das bei der partiellen Hydrolyse 
Eder Thymonucleinsiure angeblich entstehende Furfurol zu- 
‘rick, und sie erkliren sich den negativen Ausfall dieser 
4 Reaktionen bei den pentosehaltigen Nucleinsiuren durch die 
4 Annahme, daB die letzteren wegen der festeren Bindung der 
: Purinkérper nicht so leicht Furfurol bilden. Es sei daher auf 
’ eine friihere Bemerkung') aufmerksam gemacht, nach welcher 
3 die Reaktionen bei der Hefenucleinsiure auch dann nicht 
3 auftreten, wenn man eben wegen der schwierigeren Abspalt- 
q harkeit ihrer Purinkérper den hydrolytischen Eingriff ent- 
; sprechend verstiirkt. Unter diesen Umstiinden kommen wir 
q iiber den Widerspruch nicht hinweg, der darin besteht, daB 
4 bei den als ergiebige Furfurolbildner bekannten pentose- 
q haltigen Nucleinsiuren die Nuclealreaktion negativ ist, wihrend 
‘sie bei der Thymonucleinsiiure, die nur Spuren von Furfurol 
7 zu bilden vermag, so iiberaus stark ausfillt. 
; Sollten aber die Anschauungen der genannten Autoren 
q zu Recht bestehen, so wiire die Spezifitit der Nuclealreaktion 
nicht mehr eine absolute, sondern nur noch eine relative, 
: und vor allem wiirde den Vorstellungen, die wir uns von dem 
q Mechanismus der Nuclealfairbung gemacht haben, der Boden 
' entzogen, denn diese ist ja weiter nichts als eine Anwendung 
' der Nuclealreaktion auf mikroskopische Priiparate. Feulgen 
und Rossenbeck waren davon ausgegangen, daB bei der 
; partiellen Hydrolyse mikroskopischer Priparate im wesentlichen 
uur die Purinkérper abgespalten wiirden, und da8 die fiir die 
 Nuclealfirbung verantwortlich zu machenden Gruppen, da 
7 sie ein integrierender Bestandteil der kohlenhydratihnlichen 
_ Komplexe seien, mit dem an Kiweis gebundenen Nucleinsiure- 
"test als gequollene, aber unlésliche Masse in situ  zuriick- 
_ blieben. Wir wollen daher versuchen, diese MiBverstindnisse 
a aulzukliren. | 


') R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 128, S. 155 (i922). 
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Steudel hat selbst gezeigt, daB sich bei der Hydrolyse 
der Thymonucleinsiiure nur Spuren von Furfurol bilden kénney, 
Er erhielt aus 5 g Thymonucleinsiure, wenn sie entsprechen( 
der Pentosenbestimmung nach Tollens unter Zerstérung de 
Kohlenhydratgruppen mit 12°/,iger HCl gekocht wurde, ny 
etwa 10 mg Furfurolphloroglucid aus dem Destillate!), dey 
ungefihr 5—6 mg Furfurol, d.h. rund ein tausendstel de 
angewandten Nucleinsiuremenge entsprechen, und solche Spure, 
Furfurol sind sowohl der Nuclealreaktion als auch der griing 
Fichtenspanreaktion gegeniiber villig unterschwellig. Feulgen 
und Rossenbeck?) haben fiir die Nuclealreaktion z. B. folgend 
Vorschrift angegeben: 

0,1 g thymonucleinsaures Natrium werden in 3 cem Wasser gelist, 
1 cem dieser Lésung mit 1 cem n/10-Schwefelsiiure versetzt und 10 Min, 
im siedenden Wasserbad stehen gelassen. Nach dem Abkiihlen unter 
der Wasserleitung neutralisiert man mit 1 cem n/10-Natronlauge wi 
versetzt nunmehr 3 ccm fuchsinschweflige Siiure mit einem einzigen 
Tropfen dieser Lésung. Nach einigen Minuten beginnt der Inhalt de 
Reagenzglases sich violett zu firben und zeigt nach etwa 1/, Stunde 
eine sehr satte violette Farbe. 

In dem Reaktionsgemische befinden sich jetzt etwa 0,5 mg 
partiell hydrolysierter Thymonucleinsiure und der tausendste 
Teil davon an Furfurol kénnte sich maximal dann gebildet 
haben, wenn die Hydrolyse bis zur Zerstérung der koblen- 
hydratihnlichen Komplexe fortgesetzt worden wiire, wovon aber 
bei der Nuclealreaktion keine Rede sein kann. Versetzt maa 
nun 3 ccm fuchsinschweflige Siure*) mit 0,1 ccm einer 0,5 °/, igen 
Lésung von reinem (frisch destilliertem) Furfurol, so firbt sich 
das Reagens auch nicht spurenweise und unterscheidet sicl 
von dem reinen Reagens nicht im mindesten, und doch sind 
0,5 mg Furfurol anwesend, also dem Gewicht nach die gleiche 
Menge Furfurol wie Nucleinsiure bei der Nuclealreaktion, und 
erst ein Vielfaches dieser Menge Furfurol la8t eine eben walt: 
nehmbare Farbstoffbildung erkennen. Also selbst unter der 





1) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 56, S. 214 (1908). 
*) R. Feulgen u. H. Rossenbeck, Diese Zs. Bd. 135, 8. 216 (1924) 
3) Siehe bei Feulgen u. Rossenbeck, S. 244. 
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: Annahme, da® die Thymonucleinsiure bei der sehr milden, 
partiellen Hydrolyse ,ihrem ganzen Gewicht nach“ in Furfurol 
© iberginge, wiirde doch die gebildete Menge Furfurol nicht ge- 
' niigen, um bei der Nuclealreaktion obiger Ausfiihrung eine 
q wahrnehmbare Farbung mit der fuchsinschwefligen Saure herbei- 
' vufiihren. Aber diese Annahme ist natiirlich imaginiir, da 
- nach Steudel nur der tausendste Teil der Thymonucleinsiure 
' an Furfurol maximal gebildet werden kann, und zwar bei 
F durchgreifender Siiurehydrolyse unter Zerstérung der kohlen- 
7 hydratihnlichen Komplexe. Eine viel tausendfache Sicher- 
heit schiitzt uns also bei der Nuclealreaktion vor einer Ver- 
wechselung mit Furfurol, selbst unter der ganz unméglichen 
Voraussetzung, da’ bei der Nuclealreaktion sich unter volliger 
Zersetzung der kohlenhydratihnlichen Komplexe die maximal 
' mégliche Menge Furfurol gebildet haben wiirde. 

: Tatsichlich ist die der partiell hydrolysierten Thymo- 
| nucleinsiure latent innewohnende Farbekraft eine auBerordent- 
‘lich groBe. Mit 1g einer solchen Substanz kann man 5 Liter 
fuchsinschweflige Saiure in eine intensiv gefirbte tintenahnliche 
‘ Farbstofflésung verwandeln, wihrend mit der gleichen Menge 
partiell hydrolysierter pentosehaltiger Hefenucleinsiure die 
 fuchsinschweflige Siure keine Spur von einer Farbstoffbildung 
zeigt, auch nicht nach wesentlicher Verstiirkung des hydro- 
' lytischen Kingriffs. 

4 Kin weiteres kommt hinzu. Wenn die partielle Hydrolyse 
' in schonendster Weise méglichst quantitativ zu Ende gefiihrt 
_ wird, so entsteht die Thyminsaure, die wir Kossel ver- 
_danken und die fir die Chemie der Thymonucleinsiure von 
der gréBten Bedeutung ist. Feulgen?) hatte schon friher 
darauf hingewiesen, daB gerade der Thyminsiiure die be- 
_ sprochenen Reaktionen eigentiimlich sind. Das thyminsaure 
Barium wird aber durch eine Fillung mit Alkohol aus waB- 
_ nger Lésung dargestellt, und selbst wenn man diesen Kérper 
aus wiBriger Lésung mit Alkohol umfallt und mit Ather 
' behandelt, so wird ihm dadurch doch nichts von seiner ihm 
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') R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 101, S. 308 (1918). 
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innewohnenden grofen Fiarbekraft gegeniiber der  fuchsip. 
schwefligen Siure genommen. Da Furfurol in Wasser leicht 
(zu etwa 10°/,), noch leichter aber in Alkohol und Ather lis. 
lich ist, so kann auch aus diesem Grunde die Reaktion yj 
fuchsinschwefliger Siure und die griine Fichtenspanreaktio, 
nicht auf Furfurol zuriickgefiihrt werden. Wir schliefen yiel. 
mehr aus diesem Befunde, daB die Fahigkeit, mit fuchsip. 
schwefliger Siure unter Farbstoffbildung zu reagieren, eine 
Eigentiimlichkeit der Thyminsaiure ist und nicht einen 
alkohol- und itherléslichen Zersetzungsprodukt zugeschrieber 
werden kann. 

Dieselbe Anschauung haben wir auch von der Nucleal- 
farbung, denn wir kénnen zeigen, daB ein partiell hydro. 
lysiertes mikroskopisches Praparat stundenlang in Wasser, 
Alkohol oder Ather stehen bleiben kann, ohne daB die Av. 
firbbarkeit der Zellkerne bei der nachtriglichen Behandlung 
mit fuchsinschwefliger Siiure beeintrichtigt wird. 

Wir kommen nun zu den Versuchen von Steudel und 
Peiser. Sie haben eine Lésung von Thymonucleinsiure particll 
hydrolysiert, dann der Wasserdampfdestillation unterworten 
und beobachtet, daB das Destillat nicht nur eine Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Siure und eine griine Fichtenspanreaktion, 
sondern auch eine Rotfiirbung mit Anilinacetat gab, und dad 
bei geniigend langer Fortsetzung der Destillation die Farben: 
reaktionen im Siedekolben negativ wurden. Sie beurteilen 
diesen Versuch folgendermaBen: 

»setzt man die Wasserdampfdestillation geniigend lange 
fort, so konnte man erreichen, dab die urspriingliche Reaktions- 
fliissigkeit keine Farbenreaktionen mehr gab, sondern daB nut- 
mehr die Substanz, die sich mit den verschiedenen Reagenziet 
farbte, vollig in das Destillat iibergetrieben war.“ 

Diese Anschauung hat natiirlich zur Voraussetzung, dab 
die Firbekraft des Destillates annihernd dieselbe ist wie 
diejenige der urspriinglichen Fliissigkeit. Wie erwaihnt, kanv 
man mit 1g partiell hydrolysierter Thymonucleinsiure, von det 
Steudel und Peiser ausgingen, 5 Liter fuchsinschweflige Siure 
intensiv violett firben; kann man dasselbe mit dem Destillat’ 
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' Wir haben nun diese Versuche von Steudel und Peiser 
: wiederholt. Wir befiirchteten aber, daB bei einer Wasser- 
4 dampfdestillation gew6hnlicher Anordnung nur zu leicht ein 
' MitreiBen feinster Fliissigkeitstrépfchen durch den Dampfstrom 
‘aus dem DestillationsgefaB stattfinden kénnte, was bei der er- 
wibnten auBerordentlichen latenten Farbekraft von 1 g partiell 
| hydrolysierter Thymonucleinsiure das Resultat furchtbar ent- 
‘stellen muBte. Wir haben daher einen Claisenkolben be- 
: putzt, der zwar einen doppelten Hals, aber kein Ansatzrohr 
' hatte. Der Wasserdampf wurde durch ein Rohr, das durch 
den geraden Hals bis auf den Boden reichte, eingeleitet, 
| wihrend der abzweigende gebogene Hals lose mit trockener 
 Glaswolle angefiillt war. Oben war dann dieser Hals durch 
E ein gebogenes Rohr mit dem Kihler verbunden. 

: Wir haben nun 1 g Thymonucleinsaure partiell hydro- 
lysiert in analoger Weise, wie es Feulgen’) fiir die Dar- 
_stellung der Thyminsiure angegeben hat. Zu diesem Zwecke 
_wurde 1 g thymonucleinsaures Natrium in 30 ccm Wasser ge- 
‘list, die Lésung zur Entfernung etwa anhaftenden Acet- 
‘aldehyds (das méglicherweise aus dem Alkohol von der Dar- 
d stellung her herriithren kénnte) aufgekocht, auf 80° abgekihlt, 
P mit 1 com 5 n-H,SO, versetzt und 30 Minuten in einem Wasser- 
bade von 80° belassen. Die Aciditét der Lésung wurde nun- 
mehr nach sofortigem Abkithlen unter der Wasserleitung mit 
dn-Natronlauge bis zur schwach sauren Reaktion abgestumpft. 
: Diese Neutralisation ist deswegen notig, weil beim lingeren 
_ Kochen in Gegenwart von Siuren (wihrend der Wasserdampf- 
| destillation!) die Gefahr besteht, daB sich aus der Thymo- 
' nucleinsiiure diejenige Menge Furfurol oder ein Bruchteil davon 
_bildet, welche nach Steudel ja beim Kochen von Thymo- 
_ nucleinsiure mit Siiuren entstehen kann (etwa 1 mg). 

Die so vorbereitete Lésung gab nun in stirkster Weise 
‘die erwihnten Reaktionen; ein einziger Tropfen davon 
'tief in 3 cem fuchsinschwefliger Saiure eine intensiv violette 
Satte Farbe hervor. Steudel und Peiser geben nun an, 


') R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 101, S. 302 (1918). 
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daB sie bei ihrem Versuche mit der partiell hydrolysierte 
Thymonucleinsaurelésung auch einen positiven <Ausfall de 
Reaktion mit Anilinacetat erzielen konnten. Da sie abe 
nicht genauer dariiber berichten, wie sie die Nucleinsiinr 
partiell hydrolysiert haben, so kénnen wir hierzu keine Stellung 
nehmen. Wahrscheinlich haben sie eine energischere Hydro. 
lyse angewandt als wir. Jedenfalls kénnen wir mit der griftey 
Bestimmtheit sagen, da die von uns hergestellte Lésung keine 
Spur einer Reaktion mit Anilinacetat gab. Wir haben zy 
Herstellung des Reagenzes nach Tollens!) frisch destilliertes 
Anilin mit dem gleichen Volumen Wasser geschiittelt und dann 
vorsichtig so lange 50°/,ige Kssigsiure zugesetzt, bis die 
Emulsion eben aufgelést war. Die Reaktion wurde in iiblicher 
Weise auf Filtrierpapier angestellt. Da nun die iiuberst 
empfindliche Reaktion mit Anilinacetat auf Furfurol negatiy 
ausgefallen ist, wihrend die fiir Furfurol viel weniger empfind- 
liche Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure sehr intensiv aus- 
fiel, so kénnen wir auch hier das Furfurol als Grund fir 
die Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure nicht anerkennen. 
Der negative Ausfall der Furfurolreaktion zeigt uns aber weiter, 
daB bei der partiellen Hydrolyse, wie wir sie bei der Dar- 
stellung der Thyminsiure anwenden, keine nachweisbaren Mengen 
von Furfurol gebildet werden. Hitte sich die bei der totalen 
Zersetzung der kohlenhydratihnlichen Komplexe mégliche Menge 
von 1 mg Furfurol gebildet, so wirden wir dies nachweisen 
kénnen, denn als wir 30 ccm Wasser mit 0,2 ccm einer 
1/, °/,igen Lésung von Furfurol versetzten, in welcher Lisung 
dann 1 mg Furfurol vorhanden ist, konnten wir mit Anilin- 
acetat das Furfurol deutlich nachweisen. € 

Die Liésung der partiell hydrolysierten Thymonucleinsiure 
wurde nun der Wasserdampfdestillation in der besprochenen 
Weise unterworfen. Vor der Destillation wurde 0,1 ccm der 
Lisung zur Anstellung der Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Siure entnommen, welche Probe mit 3 ccm fuchsinschwefliger 
Saiure versetzt wurde. Diese Stichproben wurden zur Unter 





1) B. Tollens in E. Abderhalden, Handbuch der biochem. A™ 
beitsmethoden II, 1, 8. 132. 
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suchung des Kolbeninhaltes wahrend der Destillation in ge- 
‘yissen Zeitabstinden wiederholt. Von den Destillaten wurden 
Sy denselben Zcitabstiinden Proben von je 3 ccm mit je 3 ccm 
Yachsinschwefliger Siure vermischt und auBerdem jedesmal die 
Reaktion mit Anilinacetat angestellt. Das Resultat unseres 
‘Versuches entsprach vollstiindig unseren Erwartungen: Samt- 
Aiche Proben in den Destillaten fielen vollstindig negativ 
Bus: es hiitte ebensogut destilliertes Wasser zu ihrer An- 
Istellung benutzt werden kénnen, ohne daB auch nur die Spur 
‘eines Unterschiedes zu bemerken gewesen wire. Auch der 
PKolbeninh alt zeigte das von uns erwartete Verhalten: wahrend 
‘die Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure vor der Destillation 
Siuberst intensiv ausfiel, wurde sie wiihrend der Destillation 
bummer schwicher, um nach etwa 45 Minuten vollstandig zu 

Iverschwinden. Der Destillationsversuch wurde mit dem gleichen 
Resultat wiederholt. Kine Zusammenstellung dieser Ergebnisse 
gibt folgende Ubersicht. 

Ausfall der Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiture wihrend 

der Wasserdampfdestillation. 








Nach Nach Nach N wae eas 
0 Min. 5 Min. 15 Min. | 30 Min. | 45 Min. | 60 Min. 








Sn Destillat 
Hm Kolben- 
’ inhalt ... J ++++] +++ ++ + _— = 




















Der Ausfall dieser Versuche liBt an Deutlichkeit nichts 
uu wiinschen tibrig, denn es kommt hier tiberhaupt nur eine 
irkliirung in Frage: Die Substanz, welche die Farbenreaktion 
gibt, ist kein Furfurol, zersetzt sich aber beim fortdauernden 
Kochen derart, daB die Farbenreaktionen dann negativ werden. 
Damit bestitigen wir allerdings nur das, was Feulgen von 
er Thyminsiiure schon friiher angegeben hat!): Die Thymin- 
Suure ist ein iiuBerst empfindlicher Kérper, sie ist empfindlich 
Sogar gegen ,,sich selbst“, d. h. gegen die saure Reaktion ihrer 
4isung; aber auch das neutrale Bariumsalz zersetzt sich beim 

ut ‘bewabren sehr leicht, so da8 es schon nach wenigen Tagen 


') R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 101, S. 306 ff. (1918). 
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eine gelbliche bis braunliche Farbung annimmt. Und enilig, 
hat F. Feulgen-Brauns') gezeigt, daB auch ein partig| 
hydrolysiertes mikroskopisches Priparat ein empfindliches ()}. 
jekt ist, das fiir die nachtraigliche Behandlung mit fuchsip. 
schwefliger Siure nicht unbegrenzt lange aufbewahrt werden kan, 
Ubrigens sei erwihnt, daB auch die Reduktionskraft von Thy. 
minsiurepriparaten bei unsachgemaBer Behandlung wihrend der 
Darstellung leicht abnimmt oder verschwindet, so da8 man zuy 
SchluB nur ein undefinierbares Zersetzungsprodukt in Hiinden hat 

Vielleicht l4Bt sich durch diese Versuche auch -Her 
Thannhauser endlich davon iiberzeugen, da8 man bei seine 
Methode der partiellen Hydrolyse der Thymonucleinsiur 
(4 stiindiges Kochen mit heiBgesittigter Pikrinsiurelésung!) nicht 
dieselben Resultate erwarten kann, wie bei der von Feulger 
angegebenen Methode zur Darstellung der Thyminsiure. 

Nun haben Steudel und Peiser noch einen weitere 
Versuch angestellt, der sie in ihren Anschauungen zu bestiirken 
schien. Sie haben eine Liésung von partiell hydrolysierter 
Thymonucleinsiiure mit Ather ausgeschiittelt, den Ather ver 
dampft, den Riickstand in Wasser gelist und damit die Re. 
aktion mit fuchsinschwefliger Saiure sowie die griine Fcliten 
spanreaktion angestellt. Sie schreiben: ,,Die waBrige Losung 
gab nunmehr die beiden fraglichen Reaktionen in durchaw 
eindeutiger Weise.“ Wir hielten es nicht fiir nétig, auch dies 
Versuche zu wiederholen, zumal wir schon wuBten, daB da 
wirksame Prinzip dem thyminsauren Barium durch Athe 
nicht zu entziehen ist. Wegen der mehrfach erwihnten w- 
geheuren Farbekraft der partiell hydrolysierten Thymonucleit- 
siure gegeniiber der fuchsinschwefligen Siure und aug anderel 
Griinden wiirde eine groBe Anzahl mihseliger Versuche erforder- 
lich sein, um Tauschungen auszuschlieBen. 

Unsere Uberlegungen und Versuche haben unsere Au 
fassung von dem Mechanismus der Nuclealreaktion voll ui 
ganz bestitigt: sie wird nicht hervorgerufen durch Furfurd, 
sondern beruht auf einer EKigentiimlichkeit der kohlenhydrat 
abnlichen Komplexe. Die Nuclealreaktion wie die griine Fichtet 





Fe. Feulgen-Brauns, Pfligers Arch. Bd. 203, S. 415 (1924). 
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spanreaktion sind von absoluter Spezifitit fiir die Thymo- 
nucleinsiure, dasselbe gilt fiir die Nuclealfarbung. 
Dennoch sind wir gezwungen, den Begriff der: Nucleal- 
-reaktion und Nuclealfarbung noch enger zu fassen, aus Griinden, 
die aber gar nicht im Bereiche der Nucleinsiurechemie liegen; 
' sie werden in spateren Arbeiten dargelegt werden. 
Jum SchluB einige Worte iiber die kohlenhydratihnlichen 
Komplexe. Die Anschauung, da8 in der Thymonucleinsaure 
‘eine Hexose vorkommt, beruht — nach Zuriicknahme der 
| Epizuckersiture’) — nunmehr einzig und allein auf der schon 
‘yor vielen Jahren von Kossel und Neumann?) festgestellten 
'Tatsache, daB man aus der Thymonucleinsiure nach durch- 
F creifender saurer Hydrolyse Livulinséure und Ameisen- 
sure isolieren kann. Heute wissen wir aber, daB auch aus 
manchen Furanderivaten (z. B. w-Oxymethylfurfurol%)) leicht 
Livulinsiure und Ameisensiiure entstehen kann, und damit 
wird die Beweiskraft fiir die Anwesenheit einer Hexose, die 
der Lavulinsiure friiher innegewohnt hat, hinfallig, wenn 
| Beobachtungen hinzukommen, die auf ein Furanderivat hin- 
'deuten. Dies ist inzwischen eingetreten durch die Auffindung 
der griinen Fichtenspanreaktion. Nach unseren augenblick- 
‘lichen Kenntnissen kénnen solche Korper eine griine Fichten- 
spanreaktion geben, die einen Furan- oder partiell hydrierten 
Furanring (z. B. Glucal) haben. Auch die iiberaus leichte Zer- 
setzlichkeit der kohlenhydratihnlichen Komplexe unter Ent- 
wicklung groBer Mengen braun gefairbter Produkte durch die 
Kinwirkung von Mineralsiuren ist eine Kigentiimlichkeit, welche 
den meisten Furan- oder partiell hydrierten Furanderivaten 
zukommt, und dieser Zersetzlichkeit ist es ja auch zuzuschreiben, 
dab die fraglichen Bausteine noch niemals unzersetzt von der 
Phosphorsiure abgespalten worden sind, wihrend ein analoges 
Vorgehen bei den pentosehaltigen Nucleinsiuren keine Schwierig- 
keiten bereitet. Auf die engen chemischen Beziehungen, die 


_— 


1) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 132, S. 298 (1924). 

*) A. Kossel u. H. Neumann, Chem. Ber. Bd. 27, 8. 2215 (1894). 
| ‘) Kiermayer, Chemikerzeitung Bd. 19, S. 1003 (1895). In.-Diss. 
| Bassel 1895. 

} Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVII. 19 
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zwischen Kohlenhydraten und Furanderivaten bestehen kénnep, 
sei hier hingewiesen, damit nicht der Begriff eines Furankirpers 
den Beigeschmack von etwas aphysiologischem hat. 

Es sei tibrigens erwaibnt, daB immer dann, wenn die 
Aldehydgruppen der Thyminsiure verindert werden, 2. 8. 
durch Oxydation oder — was leicht méglich ist — durch 
Kuppelung mit Kérpern, welche mit Aldehyden reagieren, (ic 
griine Fichtenspanreaktion negativ wird, und so gibt auch 
intakte Thymonucleinsiure keine griine Fichtenspanreaktioy, 
Auch fiir dieses Verhalten haben wir Analogien in der Chemie 
der Furankorper. 

Die Elementaranalyse der Thymonucleinsiure kan 
uns keinen AufschluB iiber die kohlenhydratithnlichen Gruppe, 
geben, ja nicht einmal die Gesamtzahl der in der Thymo. 
nucleinsiure vorhandenen C-Atome kann mit Sicherheit fest. 
gestellt werden, geschweige denn die Anzahl der H- uni 
O-Atome, weil das Nucleinsiuremolekiil dafiir zu grof (Mol. 
Gew. etwa 1400 fiir thymonucleinsaures Natrium) ist, uni 
weil die Thymonucleinséure nicht krystallisiert erhalten werden 
kann. Man kann sogar sagen, daB der Ausfall der Elementar- 
analyse gegen die Annahme einer Hexose spricht, da man bei 
vollig vakuumtrockenem thymonucleinsaurem Natrium meist etwa 
15°/, N und 9°/, P findet, was einem Mol.-Gew. von etwa 140 
entspricht. Berechnet man aber das Molekiil der Thymo- 
nucleinsiure auf Grund einer Hexose und unter der eit- 
fachsten Annahme, da die Thymonucleinsiure ein ‘Tetra. 
nucleotid ist, so kime man zu einem Mol.-Gew. von 1526 fir 
das Natriumsalz, dem erheblich weniger N und P entspricht, 
als man tatsachlich findet. Diese Schwierigkeit kann ma 
durch die Annahme einer komplizierten Phosphorsiure iiber 
winden, wodurch aber nur eine Hypothese durch eine andere 
gestiitzt wiirde. Wenn man die Elementaranalyse iiberhaupt 
auswerten will, so deutet sie eher auf Komplexe hin, die el 
kleineres Molekulargewicht haben, als einer Hexose zukommt. 

Auch iiber die Bindungen der Purinkérper an del 
kohlenhydratahnlichen Komplexen kénnen zurzeit keine naheret 
Angaben gemacht werden. Die Annahme einer glucosid- 
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Fartigen Bindung wiirde zur Voraussetzung haben, da ein 
regelrechter Lucker“ vorliegt, der dabei in seiner tautomeren 
(yeloform reagieren miiBte, entsprechend dem Schema 


H,C ” O—CH 
En, 
HCOH™ 
| U 
HOCH _~ 
| 


6-Methylglucosid 


Dem widerspricht die Nuclealreaktion, die echte Aldehyd- 
‘cruppen wahrscheinlicher sein li8t und auf eine unmittelbare 
Bindung der Purinkérper mit diesen hindeutet. Im Einklang 
‘mit dieser Auffassung steht die Tatsache, daB die Purinkérper 
aus dem Verbande der Thymonucleinsiiure so unvergleichlich 
viel leichter abzuspalten sind, als die entsprechenden Bausteine 
bei den pentosehaltigen Nucleinsiiuren, bei welch letzteren das 
Vorkommen von Komplexen mit regelrechtem Glucosidcharakter 
(Nucleosiden) durch die Untersuchungen von P. A. Levene 
sichergestellt ist. Hexoside der Purinkérper sind von 
E. Fischer und Helferich?) synthetisch dargestellt worden 
und diese Forscher sagen von den biologisch wichtigen (Adenin- 
glucosid), ,daB sie sich genau so verhielten wie die natiirlichen 
Riboside“. 

Auf dieser so tiberaus leichten Abspaltbarkeit der Purin- 
kirper bei der Thymonucleinsiure beruht tiberhaupt die Még- 
lichkeit der Nuclealfirbung, denn nur unter dieser Voraus- 
} setzung ist man in der Lage, mit einem hydrolytischen Kingriff 
auszukommen (4 Min. langes Eintauchen der mikroskopischen 
Priparate in n-Salzsiure von 60°), welcher die Kerne als 
norphologische Gebilde verschont. 

Um aber tunlichst alle Méglichkeiten zu erschépfen, so 
sei eine Hypothese wiedergegeben, nach der die Nuclealreaktion 


1 E. Fischer u. B. Helferich, Chem. Ber. Bd. 47, S. 211 (1914). 
19* 
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selbst unter der Annahme einer ,,Hexose“ erklarbar erscheint 
Man kénnte sich nimlich vorstellen, daB, wenn eine Hexog 
in ihrer Oxoform in Stellung 4 (etwa durch Phosphorsiure 
substituiert ist, dann dieser Komplex gleichsam in seiner (xp. 
form blockiert wire und eine freie Aldehydgruppe habe, 
miBte, denn in diesem Falle kénnte er sich nicht in sejp. 
tautomere Cycloform umwandeln, da eine solche Umwandluy 
die Wanderung eines Hydroxyls von Stellung 4 nach Stellung| 
voraussetzt. 
(ce 
HCOH 
| 
HOCH 
| 
HC—R 
| 
HCOH 
| 
H,COH 


Eine solche Verbindung ist aber durchaus hypothetischer 
Natur, da Derivate dieser Art nicht bekannt sind. Auberdem 
wire in diesem Falle nicht einzusehen, warum ein solcher 
Komplex eine griine Fichtenspanreaktion (Furanreaktion) geben 
soll, da er rein aliphatischen Charakter hat. 

Steht man auf dem Standpunkte, daB die Purinkiérper 
an die Aldehydgruppen direkt gekuppelt sind, so sind vielleicht 
solche Purin- oder Pyrimidinderivate von Interesse, bei dene 
ein Zerfall in den stickstoffhaltigen Komplex und einen echten 
Aldehyd leicht méglich ist. DaB solche K6rper existieret, 
zeigt das Uracilderivat von Kircher), welches leicht (scho 


HN—C=0 HN—C=0 
2 | | O 
0=C C—CH,OH = O=C CH + SoH 
I | |i H 
HN—C.CH, HN—C-CH, 


beim Kochen mit Wasser) in Uracil und Formaldehyd zerfillt 
wobei die Leichtigkeit der Abspaltung iibrigens ganz und ga 





1) W. Kircher, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 385, 8. 293 (1911). 
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iyom Orte der Substitution abhangt, indem eine Substitution 
in Stellung 4 statt in 5 den Ké6rper sehr resistent macht. 
Aus der Resistenz solcher von ihm synthetisierten Kérper 
schlo8 T. B. Johnson?) mit groBem Scharfsinn auf den Ort 
der Substitution bei den sehr widerstandsfihigen Pyrimidin- 
‘pentosiden der Hefenucleinsiure; doch diirften diese Uber- 
‘legungen erst recht auch das ebenfalls sehr resistente Verhalten 
der entsprechenden Pyrimidinkomplexe bei der Thymonuclein- 
'siure erklaren. 

' In diesen Beispielen sitzt der bei der Spaltung zur 
; Aldehydgruppe werdende Komplex an einem C-Atom; aber 
‘auch eine Bindung an N-Atomen besonders bei den Purin- 
| kéirpern kime in Frage. 

| Oben war angegeben, daB auch das w-Oxymethylfurfurol 
‘beim Kochen mit Siiuren Liivulinsiure und Ameisensaure 
liefert, ja man erklart sich den Mechanismus der Entstehung 
von Livulinsiiure aus Hexosen durch die intermediire Bildung 
jenes K6rpers, und auch zahlreiche Farbenreaktionen der 
Aldosen und besonders der Ketosen sind auf ihn zuriick- 




















lem 
ber Me ZUltihren, die man frither falschlich dem Furfurol zuschrieb.’) 
ben ME DS ist zu vermuten, da er auch eine griine Fichtenspan- 






reaktion*®) sowie eine Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure 
geben wird. Wenn alle Befunde, die uns iiber die Natur der 
‘Kohlenhydratgruppen in der Thymonucleinsiure AufschluB 
geben kénnen, in einer anderen chronologischen Reihenfolge 
gemacht worden wiren, so wiirde man sicherlich auch an 
diesen Kérper gedacht und mit der Médglichkeit gerechnet 
‘haben, daB er der Thyminsiure ihre Eigenschaften verleiht. 
Und wenn man weiter beriicksichtigt, daB dieser Stoff sich 
verhiltnismiBig leicht aus Ketohexosen durch die Einwirkung 
von Siuren bilden kann, so mii8te man in Erwigung ziehen, 


) Treat B. Johnson und L. H. Cherroff, Journ. of Biol. Chem. 
Bd. 14, S. 807 (1913). — Journ. of Americ. Chem. Soc. Bd. 35, S. 585 
(1918); Bd. 86, S. 1742 (1914); Bd. 36, S. 1891 (1915). 

*) Siche auch bei W. A. van Ekenstein u. J. J. Blanksma, 
Chem. Ber. Bd. 48, S. 2355 (1910). 
*) Angaben in der Literatur konnten wir dariiber nicht finden. 
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ob nicht durch den hydrolytischen Hingriff bei der Darstelluy, 
der Thyminsiiure jener oder ein ihnlicher Kérper aus eing 
Vorstufe entsteht. Aber auch dieser letzteren Erkliruyy 
stehen groBe Schwierigkeiten im Wege. Der Eingriff },; 
der Darstellung der Thyminsiure ist nimlich ein ely 
milder, ein ProzeB, der anscheinend quantitativ vor sic) 
geht, da nach Abspaltung zweier Purinkérper 2 Molekiile 
Phenylhydrazin angelagert werden kénnen?), wihrend man }ej 
der praparativen Darstellung von m-Oxymethylfurfurol aj; 
Ketohexosen nur eine Ausbeute von 20—25°/, erzielt (aus 
Aldosen nur 1°/,), und hierbei das Kohlenhydrat mit 0,3°/, iger 
Oxalsiure 3 Stunden lang auf 130° erhitzen, also Bedingungen 
anwenden mu, unter denen sich die Thyminsiure vollig zer. 
setzen wiirde. Bei der priaparativen Darstellung von o-Oxy- 
methylfurfurol und ihnlichen Kérpern zersetzt sich aber das 
Ausgangsmaterial zum grofen Teil unter massenhafter Bildung 
von Humusstoffen (kohligen Substanzen), wihrend bei der Dar- 
stellung der Thyminsiure aus der Thymonucleinsiure keinerlei 
Farbung auftritt. Zudem miiBte man voraussetzen, da bei der 
Thymonucleinsiure die Umwandlung sich vollzieht, solange das 
Kohlenhydrat noch an der Phosphorsiiure sitzt und ohne dal 
es auch spater von der Phosphorsiure abgelést wird. 

Auch diese Erklirung ist also mit unseren landliutiger 
Vorstellungen von den Hexosen nicht in Einklang zu bringea, 
und so glauben wir iiberhaupt, daB es zurzeit nicht méglich 
ist, von allen in Betracht kommenden Méglichkeiten eine als 
gesichert anzusehen. Dafiir liegen viel zu wenig experimentelle 
Befunde vor. Da’ man unter diesen Umstinden nicht einmal 
imstande ist, fir die Thymonucleinsiure eine empirische 
Formel aufzustellen, braucht wohl kaum erwihnt zu werden. 





1) R. Feulgen u. G. Landmann, Diese Zs. Bd. 102, S. 262 (1918). 











Uber die Moéglichkeiten einer rationellen 
Stickoxydulnarkose. 
Von 
Dr. H. W. Knipping. 


‘Aus der Direktorialabteilung des Allgemeinen Krankenhauses Eppendorf, Hamburg 
[Medizinische Universitatsklinik].) Direktor: Prof. Dr, L. Brauer. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1924,) 


Stickoxydul ist ein altes Inhalationsnarkoticum und hat 
sich trotz der technischen Schwierigkeiten bei seiner Anwendung 
und seines hohen Preises nie vollstaindig aus dem Arzneischatz 
verdriingen lassen. Die beispiellos niedrige Sterblichkeitsziffer, 
die Seltenheit unangenehmer Zwischenfalle und Folgeerschei- 
nungen und nicht zuletzt die fiir den Patienten auBerordentlich 
angenehme Form des Einschliferns machen es verstindlich, 
daS das Stickoxydul in der amerikanischen und englischen 
Chirurgie und Geburtshilfe eine Art von Wiedergeburt erlebt’) ”), 
'trotz seines hohen Preises und des groBen Verbrauchs (0,5 m’) 
pro Narkosestunde. Der Preis einer Narkosestunde ist so, daB 
die Stickoxydulnarkose fiir Deutschland zurzeit kaum in Frage 
kommt. 

Um eine vollstindige Betiubung zu erzielen, mu8 man 
-Teines Gas geben. Natiirlich ist das wegen Sauerstoffmangels 
nur kurze Zeit (etwa 1 Minute) méglich. Ein Gemisch von 
80 Vol.-Prozent Stickoxydul und 20 Vol.-Prozent Sauerstoff 


1) Gaus u. Wieland, Klin. Wochenschr. 2. Jahrg., Nr. 3, S. 113. 
*) Literatur iiber Stickoxydulnarkose s. Brunn, Neue deutsche Chi- 
rurgie 5. Bd., Stuttgart 1913. 
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kann zwar laingere Zeit (im Tierversuch bis 3 Tage) ohne 
Schaden eingeatmet werden, erzeugt aber lediglich cine 
Rauschzustand mit herabgesetzter Schmerzempfindung, jedoch 
keine eigentliche Anisthesie. Die Ursache fiir die gering 
anisthesierende Wirkung dieses Gemisches erkannte Bey} 
darin, daB der Partialdruck des Stickoxyduls zu gering ist, un 
seine Aufnahme in das Blut dadurch in hinreichender Menge 
nicht méglich ist. Er tiberwand diese Schwierigkeit, indem 
das Gasgemisch unter Druck einatmen lieB. Es gelang in de 
Tat, langdauernde gute Narkosen auf diese Weise durchzufiihren, 
Die fiir diese Narkoseart erforderliche umstindliche Uber. 
druckkammer, die auch Operateur und Personal aufnehmen 
muBte, hat jedoch eine Kinfiithrung dieses Verfahrens verhindert, 
Bert kam spiter zu einem einfacheren, brauchbaren Narkose. 
verfahren dadurch, daB er abwechselnd 1 Minute reines Stick- 
oxydul und dann 5 Minuten das erwihnte Gemisch atmen lief 
und so fort. Das Verfahren hat verschiedene technische Mingel, 
auch ist es wegen des groBen Gasverbrauches sehr teuer. Zu 
kostspielig sind auch die Verfahren von Gottlieb u. Madelung, 
sowie von Neu (Unterstiitzung der Wirkung des Gemisches durch 
Skopolamin) und auch ein in den Vereinigten Staaten neuer- 
dings viel angewandtes Verfahren (Stickoxydul- Athernarkose) 

Stickoxydul findet sich in der Ausatmungsluft wihrend der 
Narkose in der annahernd gleichen Konzentration wie in der 
dem Patienten zugefiihrten Narkoseluft, und zwar ist die Differenz 
etwas gréBer zu Beginn der Narkose und wenn die Konzen- 
tration an Stickoxydul in der Narkoseluft gesteigert wird. Ich 
stellte das zu diesen Versuchen benutzte Stickoxydul selbst 
her durch Erhitzen von Ammoniumnitrat und Waschen des 
Gases in Kisensulfatlésung und 20°/,iger Kalilauge und er 
mittelte die Konzentration der Ausatmungsluft an Stickoxydul 
durch Ausschiitteln mit Wasser in der itblichen Gasanalyset- 
apparatur und mit der iiblichen Technik (1 Liter Wasser list 
0,7637 Liter Stickoxydul bei 14° und 760 mm). Gleichzeitig gelang 
es mir, die Konzentration an Stickoxydul durch einen Apparat 
festzustellen, den die Firma Siemens und Halske mir fir 
andere Zwecke hergestellt hatte und den ich mir fir die 
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*Stickoxydulanalyse eichen konnte. Bei dem genannten Apparat 
dient das Warmeleitvermégen als MeBgréfe z. B. fiir den Koh- 
‘lensiuregehalt eines Sauerstoff-Kohlensiuregemisches. Kin in 
einer MeBkammer ausgespannter Draht wird elektrisch auf 
eine gewisse Temperatur erhitzt. Durchleiten des Gases ver- 
mindert die Temperatur des Drahtes. Die Drahttemperatur 
‘nach dem Durchleiten bildet ein MaB fiir die Wéarmeleit- 
‘fihigkeit des durchgeleiteten Gasgemisches. Die Temperatur- 
‘ schwankungen des Drahtes beeinflussen wiederum die elektrische 
" Leitfihigkeit desselben, und letztere wird in einem Wheat- 
‘stoneschen System gemessen. Die Wirmeleitfahigkeit ist 
nach den Messungen von Winkelmann (siehe Landolt- 
_ Bornstein) bei 0° fiir Stickoxydul 350, fiir Kohlensdiure 307, 
‘fiir Sauerstoff bei 7—8° 563). Die Kohlensiiure mufte demnach 
‘vor der Messung entfernt werden, was durch eine kleine 
| Natronkalkvorlage geschah. Desgleichen wurde durch Trocknung 
iiber Phosphorpentoxyd der Wasserdampfdruck stark herab- 
gesetzt. Kine ausfiihrliche Beschreibung dieses fiir medizinische 
'Zwecke hergerichteten und in eine sehr handliche Form ge- 
'brachten MeBgerites erfolgt an anderer Stelle. 
Die hohen Konzentrationen der Ausatmungsluft an 
Stickoxydul veranlaBten mich, zu untersuchen, in welchem 
Mabe eine Stickoxydulnarkose durch Wiedereinatmen der von 
Kohlensiure befreiten Ausatmungsluft méglich ist. Zu diesem 
_Zweck bediente ich mich des von mir angegebenen Gas-Stoff- 
_ wechselapparates.') Derselbe besteht aus einem Motor mit 
Pumpe, einem Dreiwegehahn zum Anschlu8 des Patienten und 
einer besonders konstruierten Flasche zur Kohlensiurebestim- 
-mung. Alle Teile sind durch Rohre zu einem kreisférmigen 
_ System verbunden, in dem die Luft, durch die Pumpe getrieben, 
kreist. Die genannte Flasche enthilt 50°/, ige Kalilauge, welche 
die Kohlensiure der Ausatmungsluft zuriickhilt. Nach einem 
15 Minuten langen Versuch kann der Sauerstofiverbrauch direkt 
am Spirometer abgelesen werden. Sodann wird die Kohlen- 
saure in der genannten, besonders konstruierten Flasche durch 


') H. W. Knipping. M. M. W. 1924. Nr. 17, S. 553. 
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verdiinnte Schwefelsiure freigemacht und auch am Spiromete 
direkt abgelesen. Ich ersetzte die genannte Flasche fiir dies 
Narkoseuntersuchungen durch eine Williamsche Flasche un 
fillte das System mit einem 80°/, igen Stickoxydulsauerstog. 
gemisch und konnte feststellen, daB z. B. nach einer 30 minut. 
lichen Narkose die Konzentration des Stickoxyduls nur um 10° 
gesunken war und durch geringe Zugabe von Stickoxydul wiede 
auf die alte Konzentration gebracht werden konnte. Die 
gleichen Bedingungen ergaben sich bei kiirzeren Versuche 
mit reinem Stickoxydul. 

Wenn man diese Form der Narkose mit der bisherige 
vergleicht, mu man letztere als auBerordentlich verschwende. 
risch bezeichnen. Indessen steht einer praktischen Anwendung 
der oben mitgeteilten Methode die Schwierigkeit der Feststellung 
der jeweiligen Konzentration des Gemisches im Apparat gegen. 
itiber. Diese muff unbedingt waihrend der Narkose immer be. 
kannt sein, weil der Operateur ein plitzliches Erwachen des 
Patienten nicht riskieren kann, und auch die Konzentrationen 
immer in einer optimalen Héhe gehalten werden miissen (ent- 
weder wechselnd zwischen 80 und 100°/, Stickoxydul nach 
Bert oder auch auf 85°/,, wenn mit Skopolamin oder mit 
Lokalanisthesie kombiniert wird). 

Es gelang mir, diese Schwierigkeit durch eine zweck- 
miBige Verwendung des oben genannten Messers zu _beseitigen. 
Derselbe kommt in einen Nebenschlu8. Die Konzentration wii 
auf einer nach Stickoxydulprozenten geeichten Skala dauernd 
angezeigt. Der Apparat ist sehr handlich und in einem Kasten 
von 24:18:10 cm untergebracht. 

Der Narkoseapparat, mit dem ich eine groSe Zahl vou 
Narkosen ausfiihren konnte bzw. ausfiihren lassen konnte 
(Selbstversuch), besteht also nur aus einer kleinen Pumpe mit 
1/, PS-Motor, einem Spirometer, einer Williamschen Flasche 
und dem genannten Messer. Der ganze Apparat ist kaum teurer 
als die fiir Ather und Chloroform iiblichen Narkoseapparate 
und auBerst einfach zu bedienen. Die Maske wird dem 
Patienten aufgesetzt und man steigert langsam unter Kontrolle 
des Messers die Stickoxydulkonzentrationen der Systemluft durch 
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© (\fnen des Reduzierventils der Stickoxydulbombe bis zu einer 
Konzentration, bei der man die gewiinschte Narkosentiefe 
erreicht. Ist dieselbe iiber 85°/,, so ist erforderlich, nach einer 
Minute durch Sauerstoffzugabe wieder auf 80°/, zu gehen und 
dann wieder nach einigen Minuten zu steigern usw. Ist vorher 
‘Skopolamin gegeben, so geniigt die Aufrechterhaltung der 
' Konzentration um 85°/, durch gelegentliche Zugaben von Sauer- 
I stoff bzw. Stickoxydul unter Kontrolle des Messers. Diese Form 
‘der Narkose, ist verglichen mit der Ather- und Chloroformnar- 
-kose, auBerordentlich angenehm. Die Atmung ist frei. Das 
'Erwachen ist ohne Beschwerden und Nachwirkungen. Die 
‘Kosten der Narkosestunde sind auferordentlich gering, da 
‘nicht allein der Stickoxydul- sondern auch der Sauerstoffver- 
brauch erheblich eingeschrinkt wird.?) 


Die Williamsche Flasche wird mit 1000 ccm einer 
‘ gesiittigten Kalilauge gefiillt und gestattet eine 10 stiindige Be- 
‘nutzung ohne Auswechseln. Das ganze Verfahren ist so ein- 
fach, daB es vom Arzt ohne weiteres ausgefiihrt werden 
kann, 


|  Dasselbe Prinzip habe ich auch fiir die Acetylennarkose 
F nutzbar zu machen gesucht. Jedoch muBte wegen der grofen 
| Explosivitiit des Gases auf das Prinzip der kreisenden System- 


‘) Der geringe Gasverbrauch bei der Narkose mit dem hier be- 
schriebenen Apparat und die auSerordentlich geringe Gefihrlichkeit der 
| Stickoxydulnarkose lassen es angezeigt erscheinen, alle gré8eren, in Lokal- 
aniisthesie vorgenommenen Eingriffe durch den oben erwahnten Stick- 
 oxydulrausch zu begleiten. Durch ein Verfahren, iiber das an anderer 
| Stelle berichtet wird, ist es méglich, auf der Grundlage des mitgeteilten 
Prinzips Stickoxydul, Sauerstoff und Ather in jedem gewiinschten Mischungs- 
verhiltnis zu geben. Die Stickoxydulithernarkose mit diesem Apparat 
| unterscheidet sich im iibrigen in keiner Weise von der bisher iiblichen, 
und man kann ohne weiteres auch die in Amerika gewonnenen, sehr 
unfangreichen Erfahrungen iiber Stickoxydulithernarkosen fiir dieselbe 
nutzbar machen. 


Das Tiegel-Uberdruckverfahren ist neuerdings fiir die Stickoxydul- 
narkose herangezogen worden. Der gleiche Uberdruck kann bei dem 
hier beschriebenen System durch Belastung des Spirometers in einfachster 
Weise erzielt werden. 
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luft verzichtet werden, welches eine groBe Sicherheit dy 
Kohlensiureabsorption und den Vorteil einer auBerordentlic) 
freien Atmung bietet. Der Patient atmet durch eine Vorlage 
mit ,,Natronkalk* aus einem Gummibeutel, der mit Sauerstof 
und Acetylen gefiillt werden kann. Jedoch lieB sich die 
fortlaufende selbsttitige Analyse der vom Patienten ip. 
zuatmenden Luft wegen des toten Raumes und aus andere 
Griinden nicht mit der gleichen Genauigkeit und Hinfachheit 
durchfiihren wie beim obigen Verfahren mit Stickoxydul. Auber. 
dem war die hiufige Auswechslung der Natronkalkvorlage listig 








Cll 
rel 
heit 
Ber- 
stig, 


Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffs. 
8. Mitteilung. 





: Mesobiliviolin, Mesobiliviolinogen und die Kondensation von 
; Mesobilirubinogen mit Aldehyden unter Bildung von neuen 
: Spaltprodukten. Disazofarbstoff des Mesobilirubins. 






Von 
H. Fischer und G. Niemann. 
Mit 5 Figuren im Text. 











(Aus dem Organisch-chem. Laboratorium der Techn, Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1924.) 











! In der letzten Mitteilung wurde u. a. besonders die kata- 
lytische Hydrierung des Bilirubins zum Mesobilirubin be- 
schrieben. Diese Versuche haben wir fortgesetzt, so daB heute 
‘ein ziemlich abschlieBendes Urteil itiber den Verlauf der Hy- 
| drierung gegeben werden kann. Die Hydrierung des Bilirubins 
' geht gleichmiBig vor sich und zwar werden vom Bilirubin zum 
| Mesobilirubin 2 Mol. Wasserstoff verbraucht, vom Mesobilirubin 
' zum Mesobilirubinogen wiederum 2 Mol., so daB im ganzen 
_vom Bilirubin zum Mesobilirubinogen 8 Atome Wasserstoff 
'eintreten, eine Feststellung, die mit den Resultaten der 
_ Natriumamalgamreduktion gut iibereinstimmt, wo ebenfalls 
| 8Atomen Wasserstoff entsprechend Amalgam vom Bilirubin 
_ zum Mesobilirubinogen verbraucht werden.!) Graphisch stellt sich 
| ausgehend von 1g Bilirubin der Verlauf wie folgt dar (Fig. 1 8.294). 
| Zunichst tritt unter Rickgang des Bilirubins Vermehrung 

von Mesobilirubin ein bis zu dem Punkt 0, wo kein Bilirubin 
mehr vorhanden ist. Die Mesobilirubinbildung erreicht ein 


eens 


) H. Fischer u. P. Meyer, Diese Zs. Bd. 75, 8. 632 (1911). 
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Maximum bei 0, und in diesem Augenblick beginnt die Bilduag 
des Mesobilirubinogens, die experimentell durch das Positiy. 
werden der Ehrlichschen Aldehydreaktion bestimmbar jg 
Diese wurde von 10:10 ccm H-Aufnahme kontrolliert und he; 
Verwendung von 1 g Bilirubin bei einem H-Verbrauch yo, 
91 ccm zuerst festgestellt. Es sind dies die Punkte p bzw, p 

fir das Maximum an Mesobilirubin sind also pre. 
2,1 Mol. H oder 4,2 Atome. Die Aufnahme von 2 Mol. Wasser. 
stoff vom Bilirubin zum Mesobilirubin stimmt gut iiberein mi 


-~ 


e. Bili rubiakurre ; 











¢ : S\N 
berechnet in _ ele 
com H Aufnahme gefunden berechned Siem 


Fig, 1. 
Der theoretische Verlauf ist mit ununterbrochener Linienfiihrung ge. 
zeichnet, wihrend der experimentell festgestellte Verlauf in gestrichelter 
Linie dargestellt ist. 


der Auffassung des Entstehens eines Athylrestes aus einer 
Vinylgruppe und eines Hydrofuranringes aus einem Furanrins. 
Sonstige Anderungen im Molekiil finden offenbar nicht statt 
und damit steht auch im Hinklang, daf das Mesobilirubin dem 
Bilirubin in allen Eigenschaften tiuschend &hnlich ist, we 
auch friiher hervorgehoben wurde. 

DaB der Verlauf der Hydrierung im Sinne der fiir das 
Mesobilirubinogen gezeichneten Kurve 4 richtig ist, ergibt sich 
daraus, daB bei Unterbrechung der Reaktion auch in det 
folgenden Stadien Mesobilirubin stets isoliert werden konnte. 
Nicht mehr méglich ist dies im Endzustand, der sich durch 
Farblosigkeit der Lésung kundgibt und in dem nur nocl 
Mesobilirubinogen nachweisbar ist. Praktisch ist dieser En¢- 
zustand erreicht bei 167 ccm, in einem anderen Versuch bel 
180 com H-Aufnahme, was 3,92 Mol. = 7,8 Atomen bz‘. 
4,2 Mol. = 8,4 Atomen Wasserstoff entspricht. 
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Die Mesobilirubinstufe wird nur schwer iiberschritten, wie 
jas aus den in der 7. Mitteilung!) angefiihrten Diagrammen 


Fysichtlich ist. Die Ausbeuten an den reinen Kérpern wurden 


praktisch nie erreicht, was bei den Eigenschaften der in Frage 
kommenden Substanzen ohne weiteres selbstverstiindlich ist. 
Gelegentlich gelingt auch die Hydrierung iiber das Mesobili- 
rubin hinaus nicht. Bei erhéhtem Druck bis zu 5 Atm. ergab 


‘sich kein Vorteil vor dem Arbeiten bei gewodhnlichem Druck. 
‘Uber den Verlauf der Hydrierung bei erhéhter Temperatur 
‘sind zurzeit Versuche im Gange. 


Fiir das Mesobilirubin wurde dann noch eine neue Dar- 


1 stellungsmethode ausgearbeitet, und zwar durch EKinwirkung 
© von Kaliummethylat und Hydrazin auf Bilirubin. Nach 7 stiin- 
‘digem Erhitzen auf 180° gelang es, wenn auch in schlechter 


Ausbeute, Mesobilirubin zu isolieren, das durch Uberfithrung 
in das Chlorhydrat des schén krystallisierten Esters vom 
Schmelzp. 187° und Analyse identifiziert wurde- Aus den Mutter- 
laugen des Esters wurde durch Oxydation mit konzentrierter 


‘Salpetersiiure, so wie in der 7. Mitteilung ausgefiihrt, Methyl- 
‘ithylmaleinimid erhalten, und man kann daher annehmen, daf 
‘mehr Mesobilirubin vorhanden ist als der Isolierung des reinen 
/Produktes entspricht. Vom Mesobilirubin wurde dann weiter 
Hfestgestellt, daB es durch Stehenlassen in alkalischer Lésung 
Fan der Luft in ,,Mesobiliverdin“ iibergeht, das wir einer niheren 
' Untersuchung unterziehen wollen; es ist zu hoffen, daB bei der 
‘griBeren Stabilitat des Mesobilirubins es hier eher gelingen 
wird, das interessante griine Oxydationsprodukt in reinem Zu- 


stand zu isolieren, um hieraus dann Riickschliisse auf die 


' Konstitution des Biliverdins ziehen zu kénnen. Mit ammoniakali- 
‘scher Kupferlésung gibt das Mesobilirubin ein schén krystalli- 
‘Slertes Kupfersalz. 


Das Mesobilirubin wurde dann weiter auf seine Kupplungs- 


fihigkeit untersucht und festgestellt, daB es insbesondere mit 
Benzoldiazoniumchlorid zu einem prachtvoll krystallisierten 


Farbstoff kuppelt. Dieser Farbstoff erwies sich als einheitlich 


'! H. Fischer u. G. Niemann, Diese Zs. Bd. 127, S. 317 (1928). 
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und zwar als Disazoverbindung. Einen Monoazofarbstoff lu 
isolieren, gelang nicht. Es liegen also auch hier die Verh. 
nisse wesentlich einfacher wie beim Bilirubin. Dort wun 
festgestellt, daB zwei Farbstoffe nebeneinander entstehen, Moyo. 
und Disazofarbstoff, deren Trennung schwierig ist.?) 

Die katalytische Hydrierung der Azofarbstoffe, sowohl de 
Mesobilirubins wie auch des Bilirubins, ist zurzeit in Arbeit 
Wir werden dariiber bald Naheres berichten. 

Interessanterweise kuppelt der Ester des Mesobilirubin 
zu einem Disazofarbstoff, der nach der krystallographische 
Untersuchung von Herrn Dr. Steinmetz mit dem des Mey. 
bilirubins identisch ist. Chemisch besteht jedoch keine Identi. 
tiit; die beiden Farbstoffe sind deutlich verschieden, indem de 
Azofarbstoff des Mesobilirubins sich nicht ableitet vom Ester, 
sondern vom freien Mesobilirubin, wie einwandfrei nachgewieser 
wurde. Hier verlief die Methoxylbestimmung negativ, wihrend 
sie bei dem Ester positiv ausfiel, und so unterliegt es keinen 
Zweifel, da& die beiden Farbstoffe trotz krystallographische 
Identitiit voneinander verschieden sind. 

Ks ist theoretisch wichtig, da& der Ester des Mesobili 
rubins sowie das Mesobilirubin selbst kuppeln, weil damit 
nachgewiesen ist, daB es nicht die ungesattigte Seitenkette im 
Bilirubin ist, die Veranlassung zu dessen Kupplung gibt, was 
ja mit Hinsicht auf die Arbeitsergebnisse von K. H. Meyer’ 
nicht ausgeschlossen war, Denn im Mesobilirubin sind ja, we 
aus dem Oxydationsergebnis, das Methylithylmaleinimid liefer, 
hervorgeht, die Vinyl- zu Athylgruppen reduziert, und es is 
keine Angrifisméglichkeit in den Seitenketten fiir die Diazonium- 
verbindung gegeben. Sehr bemerkenswert ist ibrigens auc 
der relativ niedrige Schmelzpunkt der Azofarbstoffe des Mesi- 
bilirubins im Gegensatz zu denen des Bilirubins, die bis 280 
keinen Schmelzpunkt besitzen. Komplexsalzbildung wurde nicht 
beobachtet. Die Farbumschlige des Mesobilirubinazofarbstoti 
erinnern an die der Bilirubinazofarbstoffe. In konzentrierte! 
Salzsiiure ist die Farbung tief violett. Beim Verdiinnen mt 





1) H. Fischer u. Barrenscheen, Diese Zs. Bd. 115, S. 94 (192!) 
*) Chem. Ber. Bd. 52, 8, 1468 (1920). 
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‘Wasser schligt die Farbe in rot um, ebenso beim Versetzen 
Pit Alkali. Die rote, schwach alkalische Lésung schligt auf 
‘Jusatz von Mineralsiure im Neutralisationspunkt scharf nach 
> plauviolett um. 

; Das Mesobilirubinogen wurde einer weiteren Untersuchung 
" uterzogen insbesondere mit Riicksicht auf die synthetischen 
 Arbeiten im hiesigen Laboratorium. Tripyrrylmethane?) und 
© Tetrapyrrylathane’) wurden synthetisch gewonnen und ihre groBe 
' Unstabilitat festgestellt. Wenn auch die Unstabilitat der syn- 
" thetischen Produkte durch die anders angeordneten Seitenketten 
' erklirt werden kénnte, so war es doch von Interesse, speziell 
" das Mesobilirubinogen im Vergleich zu den genannten Kérpern 
/genauer zu untersuchen. Eine charakteristische Higenschaft 
(der Tripyrrylmethane und Tetrapyrrylithane ist die, unter 
‘dem Einflu8 von konzentrierter Salzsiiure in Dipyrrylmethene 
zu zerfallen. Da die Dipyrrylmethene in ihrer Komplexsalz- 
hildung an das Urobilin erinnern, so war ein dhnliches Ver- 
-halten beim Mesobilirubinogen nicht ausgeschlossen. Meso- 
‘bilirubinogen verhilt sich jedoch ganz anders. Gegen kon- 
'zentrierte Salzsiure ist es auBerordentlich bestindig; nach 
3tigigem Stehen mit konzentrierter Salzsture wurde es un- 
‘verindert wieder gewonnen. 

Setzt man Eisenchlorid hinzu, so scheidet sich alsbald 
sein schwer lésliches Kisenchloriddoppelsalz ab. Es ist még- 
: lich, daf& die Bildung dieses schwer léslichen Eisenchlorid- 
' doppelsalzes bei Anwendung von starken Mineralsiuren auch 
"fiir die Abscheidung des Mesobilirubinogens aus Harn oder 
' Kot praktische Verwendung finden kann. Dies ist um so 
_ aussichtsvoller, als, wie aus dem experimentellen Teil zu ersehen 
ist, die Zerlegung des Kisenchloriddoppelsalzes in seine Kom- 
‘ponenten ohne groBe Schwierigkeit gelingt. Wir beabsichtigen 
»auf diese Weise, Isolierungsversuche von Mesobilirubinogen 
» aus physiologischem bzw. pathologischem Material anzustellen. 
, Versetzt man eine Liésung von Mesobilirubinogen in kon- 
» zentrierter Salzsiure mit Kisenchlorid in der Hitze, so entsteht 
) H. Fischer u. H. Amann, Chem. Ber. Bd. 56, S. 2319 (1928). 


*) H. Fischer u. F. Schubert, Chem. Ber. Bd. 56, S. 2379 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXX XVII. 20 
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ein prachtvoll blauvioletter Farbstoff von der Zusammensetzung 
C,,H,)N,O,, fiir den wir den Namen Mesobiliviolin vorschlagey, 
Wir sind nicht sicher, ob der Farbstoff krystallisiert; sei 
Reduktionsprodukt aber haben wir einwandfrei in krystall. 
siertem Zustand dargestellt, so daB jedenfalls auch die Kip. 
heitlichkeit des Mesobiliviolins in hohem MaBe wahrscheinlic) 
ist. Nach der Analyse des Farbstoffs ist eine Oxydation eip. 
getreten. Er enthalt 2 Sauerstoffatome mehr als das Ausgangs. 
material. Der Eintritt von 2 Sauerstoffatomen kénnte gedeute 
werden im Sinne einer ahnlichen Reaktion wie bei der Hiimato. 
porphyrinbildung; dies ist von vornherein unwahrscheinlich, 
weil ja im Mesobilirubinogen keine Vinylgruppen mehr vor. 
handen sind; dann aber auch erinnern die spektroskopischer 
Eigenschaften des Mesobiliviolins insofern nicht an die Por. 
phyrine, als mit Alkali ein Umschlag nach gelb erfolgt unte 
Verschwinden der spektroskopischen Erscheinungen. Der Unter. 
schied zwischen Blut- und Gallenfarbstoff besteht eben daria, 
daB man von der Gallenfarbstoffreihe aus nicht in die Por. 
phyrinreihe hineinkommt. Wohl aber ist der umgekehrte Weg 
méglich. Die Porphyrinogene geben bei der spontanen Oxy- 
dation neben den entsprechenden Porphyrinen ,,urobilinartige’ 
Kérper, und wir beabsichtigen, diesen Reaktionsmechanismus 
einer genauen Untersuchung zu unterziehen. 

Das Mesobiliviolin ist weiter ausgezeichnet durch die Fiahig- 
keit zur Bildung eines komplexen Zinksalzes, welches intensive 
Fluorescenzerscheinungen zeigt, die an Urobilin erinnern, aber 
doch von diesem verschieden sind. Zum Unterschied vom 
Urobilin sind hier spektroskopisch 3 Streifen zu beobachten, 
Méglicherweise kann es sich also bei der Bildung unsere: 
Farbstoffes letzten Endes um einen ahnlichen Vorgang handela 
wie Barrenscheen und Weltmann!) bei der Oxydation des 
Bilirubins mit Jod beobachteten. Auch da wurde die Bildung 
eines fluorescierenden Zinksalzes festgestellt. 

Man kénnte annehmen, daB das Entstehen des Mesobili- 
violins eine weitgehende Anderung im Molekiil zur Voraus- 





1) Biochem. Zs. Bd. 140, S. 273 (1923). 
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‘etzung hatte. Dies ist nicht sehr wahrscheinlich; denn es 
gelingt durch katalytische Hydrierung einen K6rper von den 
Higenschaften des Mesobilirubinogens wieder zuriick zu erhalten. 

‘Dieser Korper krystallisiert gut, schmilzt bei 240° und ist 

“dadurch mit Sicherheit verschieden vom Mesobilirubinogen, 
‘eine Feststellung, die auch Herr Dr. Steinmetz auf krystallo- 
P graphischem Wege gemacht hat. Wir schlagen fiir den neuen 
‘Kérper den Namen ,,Mesobiliviolinogen* vor. Er teilt jedoch 

“mit dem Mesobilirubinogen die intensiv positive Ehrlichsche 
'Aldehydreaktion und ist itiberhaupt in seinen EKigenschaften 

“dem Mesobilirubinogen tiéuschend iihnlich, Durch Zugabe von 
‘alkoholischem Zinkacetat gibt er bei lingerem Stehen intensive 

F Urobilinreaktion. Man kénnte, wenn man will, ihn demgemaB 
Pals die Leukoverbindung des ,,Urobilins“ auffassen. Der Spe- 

“kulation sind hier weite Tiiren gedfinet. Aber jedenfalls ist 
‘es von groBem Interesse, daB man auf diesem Wege durch 
/Reduktion, Oxydation und neuerdings Reduktion vom Bilirubin 
ausgehend iiber gut charakterisierte Zwischenprodukte zu che- 
‘misch verschiedenen ,,Urobilinogenen“ gelangt. Der besseren 
‘Ubersicht halber geben wir die komplizierten Verhiltnisse in 
"Form einer Tafel wieder. 

Bilirubin Teduz > Mesobilirubin _ed%?-, Mesobilirubinogen 


oxyd. i 
on seaaeanemne 


A 
oP 
a 


Megobilirubin 


© Mesobili- | > ve 
F rubinogen oxyd. | Mesobiliviolin Mesobiliviolinogen 


oxyd. Urobilin“ 


4 Y 

, Urobilin“ 

' Wie man aus der Tafel ersieht, gelangt man von Meso- 
‘biliviolinogen wieder zu Mesobiliviolin; jedoch fihrt kein 
Weg riickwirts von Mesobiliviolinogen zu Mesobilirubinogen. 
‘Ebenso ist es wenig wahrscheinlich, da8 man vom Mesobili- 
‘Violinogen aus zu einem ,,Urobilin« kommt, das etwa identisch 
ist mit dem Urobilin aus Mesobilirubinogen. 


_ Die Riickverwandlung von Mesobiliviolinogen in Mesobili- 

Violin ist wichtig, weil nach den bisherigen Analysen das 

Mesobiliviolinogen die Zusammensetzung C,,H,,N,O, hat, mit- 

4 hin bei der Reduktion ein Sauerstoffatom eliminiert wurde, 
20* 
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das bei der Reoxydation wieder eintritt. Jedoch kénnen y; 
diese Angaben nur mit einer gewissen Reserve wiedergehey, 
weil noch nicht gentigend Analysen durchgefiihrt sind und ing. 
besondere der Farbstoff, das Mesobiliviolin, noch nicht in ey. 
wandfrei krystallisiertem Zustand vorliegt. Vielleicht bring 
die biologische Untersuchung weitere Anhaltspunkte fiir ¢j 
Stellung der neuen KGrper. 

Die Eisenchloridoxydation hatten wir urspriinglich unte. 
nommen, um neue Gesichtspunkte zu gewinnen fiir den Me. 
chanismus der Urobilinbildung; aufgeklart sind die Verhiltnisy 
noch immer nicht. Aber eines geht mit Sicherheit dara 
hervor, da8 das Urobilin an sich ein sehr kompliziert zusammen. 
gesetzter Kérper ist. Die Voraussetzung fiir die Urobilinbildug 
sind offenbar immer unstabile Pyrrole; sowie solche vorhanda 
sind, ist die Méglichkeit der Urobilinbildung gegeben. 

Wie man sieht, sind beim Bilirubin noch zahlreiche wich: 
tige Probleme zu lésen, die vorliufig auBerst komplizier 
erscheinen, und zwar ist der Hauptgrund der, daB trotz zal. 
reicher Abbauresultate iiber die zweite Hilfte des Bilirubin 
bis zu einem gewissen Grade Unklarheit herrscht. An den 
Vorkommen von 4 Pyrrolkernen im Bilirubin ist zwar kei 
Zweifel mehr, aber die Anordnung der Pyrrolkerne liegt doch 
noch im Dunkeln. Die Formeln, wie wir sie friiher aufzestelli 
haben und die im Zusammenhang im Handbuch der Biochemie’ 
zu finden sind, versuchen Bilder des Bilirubins und _ seiner 
Derivate zu geben. Es sind dort wiedergegeben die Kiister- 
sche Bilirubinformel und die von H. Fischer. Die Kiister- 
sche Bilirubinformel erklart vielleicht besser die Tatsache, da! 
neben der Bilirubinsiure die zweite Hilfte des Bilirubins be 
den Abbauversuchen dem Untergang anheimfillt, wihrend au 
der ,,symmetrischen“ Formel dies nicht so iiberzeugend hervor 
geht. Anderseits erscheint die Kistersche Formel scho 
unméglich deshalb, weil mit ihr die Wasserstoffaufnahme dé 
Bilirubins, so wie sie hier in der Mitteilung ausfiihrlich ge 
schildert ist, nicht erklarbar ist, wenn man nicht die unwali 





1) Oppenheimers Handbuch der Biochemie, 2. Aufl., Bd. 1, S. 3% 
(1923), Verlag Gustav Fischer, Jena. 
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<cheinliche Annahme machen will, da8 eine partielle Hydrierung 
jer Pyrrolkerne eintritt, derart, daS Pyrroline entstehen; und 
V.uch weitere Bedenken sind nicht von der Hand zu weisen. Das 
Hyichtigste Problem der weiteren Bilirubinforschung ist jedenfalls 
"das, die zweite Hialfte des Bilirubinmolekiils in ahnlicher Weise 
"» charakterisieren, wie das mit der Bilirubinsiure geschehen ist. 
' Von diesem Gesichtspunkt ausgehend, haben wir das 
“Mesobilirubinogen der Hydrolyse mit Salzsiure bei Gegenwart 
"yon Aldehyden unterworfen, um auf diese Weise zu stabilen 
 Kondensationsprodukten zu gelangen. Das Experiment hatte 
Pyollen Erfolg, aber bis jetzt nicht in der gewiinschten Richtung. 
"Es wurde wiederum die Bilirubinséure isoliert in Form von 
Kondensationsprodukten. Die zweite Halfte hat sich aber 
. wieder der Untersuchung entzogen. 
' Wenn man Mesobilirubinogen (nur mit diesem, nicht mit 
'Mesobilirubin und Bilirubin gelingt die Reaktion) mit kon- 
‘zentrierter Salzsiure und Benzaldehyd behandelt, so gelingt 
‘es unter betriichtlichen Schwierigkeiten, einen schén krystalli- 
‘sierten Kérper in 20°/, Ausbeute herauszuarbeiten, der nach 
‘der Analyse zustande gekommen ist durch Zusammentritt von 
/1 Mol. Benzaldehyd und 1 Mol. Bilirubinsiiure. Es kommen 
idemgemi® fiir die Verbindung folgende 2 Konstitutionsformeln 
Fin Betracht: 
: COOH 
H,C—C 


it she Ak ' 
a II 
HC—C eH, 


H,C—C. C—CH, . CH, 
| HH 


| 
mh 

NH 

; Die beiden Formeln lassen theoretisch je zwei stereoisomere Formen 

erwarten. In der Tat wurden beim Ester der vorliegenden Siure zwei 

_ verschiedene Formen festgestellt, die sich im Schmelzpunkt um 8° unter- 

'scheiden und die nach der Untersuchung von Dr. Steinmetz krystallo- 
' sraphisch voneinander verschieden sind. 
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Mit p-Nitrobenzaldehyd wurde nack der gleichen Method, 
ebenfalls ein schén_ krystallisiertes Kondensationsprody 
erhalten, fiir das die entsprechenden Formeln mit der Nitr. 
gruppe in der p-Stellung im Benzolkern in Betracht komme, 
DaB es sich wahrscheinlich um ein Kondensationsprodukt de 
Bilirubinsiure mit Aldehyden handelt, geht auBer der Analys: 
auch aus dem Oxydationsergebnis hervor. Durch Oxydatio, 
mit konzentrierter Salpetersiure entsteht Methylaithylmaleip. 
imid. Dadurch ist der Pyrrolkern I charakterisiert. Durd 
Chromsiureoxydation wurde Benzoesiure erhalten, wodurc) 
der Phenylkern J] nachgewiesen ist. Nur der Nachweis yo 
Pyrrolkern IIT ist noch nicht gegliickt. Nach der analytische 
Zusammensetzung kann jedoch an dessen Anwesenheit kaun 
ein Zweifel sein. Auch ist es gelungen, durch Behandlun 
mit Salzsiure und Methylalkohol den Kérper zu verestern uni 
so einen prachtvoll krystallisierten Ester zu erhalten, der nach 
der Elementaranalyse und der Methoxylbestimmung eine Meth. 
oxygruppe enthilt. Auch die Molekulargewichtsbestimmuy 
lieB sich mit dem Ké6rper durchfiihren, die im Sinne eing 
dreikernigen Kérpers von obiger Zusammensetzung_spricht. 
Der Schmelzpunkt des Esters wurde bei 212° gefunden; da 
ist derselbe Schmelzpunkt wie der des Esters der Xantobil:- 
rubinsiure. AuBer den angegebenen Analysen geht die Ver 
schiedenheit von diesem Ester auch aus dem Mischschmelzpunkt 
hervor, der eine Depression von 35° gibt. 

Fir die Xanthobilirubinsiure wurde eine neue bequeme 
Darstellungsmethode gefunden. Durch Luftoxydation der Bil: 
rubinsdure in alkalischer Lésung wird glatt Xanthobilirubinsiur & 
erhalten in Analogie zum Verhalten der Leukoverbindunge & 
der Porphyrine, wo ebenfalls die Porphyrinogene durch Lut 
oxydation in die zugehérigen Porphyrine iibergehen. 

Die einzige Beobachtung, die gegen obige Formulierut! 
der Aldehydkondensationsprodukte spricht, ist die, daB es nicht 
gelungen ist, aus der Bilirubinsiure direkt durch Kondensatio 
mit Aldehyden die oben beschriebenen Korper zu erhalten 
Bis jetzt haben wir allerdings nur mit konzentrierter Salzsiuré 
gearbeitet, so daB ein definitives Urteil iber das Nichtreagiere! 
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> der Bilirubinsiure noch nicht gegeben werden kann. Bis zur 
Erledigung dieser Versuche — es sollen Mesobilirubinogen 
\ owie Mesobiliviolinogen auBer mit Benzaldehyd und Nitro- 
penzaldehyd auch mit anderen aromatischen sowie aliphatischen 
| Aldehyden kondensierend gespalten werden, desgleichen auch 
' mit Glyoxal — wollen wir uns auch die weitere Diskussion 
’ der erhaltenen Resultate fiir die Formulierung des Bilirubins 
4 vorbehalten. 
z Besonders wichtig wird es auch sein, zu untersuchen, ob 
"pei der Ehrlichschen Aldehydreaktion des Mesobilirubinogens 
" bereits in der Kilte eine kondensierende Spaltung erfolgt oder 
7 nicht. Auch diese Feststellung ist fiir die Konstitutionsfrage 
> des Mesobilirubinogens von Bedeutung. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von Mesobilirubin aus Bilirubin mit 
Kaliummethylat und Hydrazin. 


1 ¢ Bilirubin wurde mit 10 ccm 10°/, igem Kaliummethylat 
Sund 1,5 com Hydrazinhydrat im Druckrohr 7 Stunden auf 
' 180° erhitzt. Die braune Lésung wurde mit Wasser verdiinnt, 
‘mit verdiinnter Schwefelsiure abgestumpft und ausgeidthert. 
' Der Extrakt war nur schwach gefirbt, die Aldehydreaktion 
‘grin. Eingedampft hinterlieB der Ather 2 Tropfen gelbe 
' Schmiere mit einem intensiven Geruch nach Pyrrolgemisch. 
4 Auf Pikrat verarbeitet erfolgte keine Krystallisation. 
Die alkalische braungefarbte Lisung wurde mit Schwefel- 
' siure bei Gegenwart von Ather angesiuert und dreimal aus- 
d seschiittelt. Uber Nacht schieden sich aus dem Ather 
| Schmieren ab. Ihre Verarbeitung lohnte nicht, dagegen die 
d der abgegossenen iitherischen Liésung. Diese wurde mit 
| 1°/,iger Bicarbonatlésung kurz durchgeschiittelt, so daB die 
' Atherische Schicht noch deutlich gelb war. Der Ather wurde 
' verdampft und ein krystallinischer Riickstand blieb zuriick. 
' In Alkohol unldslich, schwer léslich in Chloroform und Pyridin 
wurde er aus dem letztgenannten umkrystallisiert und zeigte 
in den charakteristischen verfilzten Nadeln des Mesobilirubins 
_ krystallisiert einen Schmelzpunkt von 290° unter Aufblihen. 
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Die Bicarbonatlésung wurde wiederum angesiiuert und mi 
Ather extrahiert. Der Atherriickstand 0,2 g war villig yey. 
schmiert. Trotzdem gelang es durch Verestern mit Methy. 
alkohol und Salzsiure noch schén krystallisiertes Material yoy 
Schmelzp. 187° herauszuholen in einer Ausbeute von 0,03 ¢ 
Mischschmelzpunkt mit Mesobilirubindimethylester ergab keine 
Depression. Es liegt dieser vor. 

Nach Trocknung zur Konstanz ergab die Analyse: 


4,440 mg Substanz gaben 0,328 eem N (15°, 723 mm). 
C,,H,,N,O, 2 HCl Ber. N 7,90°/, 
Gef. ,, 8,30 

Die Mutterlauge des Esters wurde eingedampft und der 
Riickstand mit 3 ccm Salpetersiure (spez. Gew. 1,39) oxydiert, 
Gesamtoxydationsprodukt 0,0718 g. Daraus wurde als alka. 
lischer Anteil 0,0138 mg schén krystallisiertes Methyliithyl. 
maleinimid erhalten. Schmelzp. 66°. Da Bilirubin kein ,[mid* 
liefert, kann daraus auf weitere 0,04¢ vorgebildetes Mesobili- 
rubin geschlossen werden. 


Kigenschaften des Mesobilirubins. 


Schmelzp. 295—315°% AuBer aus Chloroform und Pyridin 
auch aus Eisessig und Essigsiureanhydrid umkrystallisierbar. 
Beim lingeren Kochen in EKisessig Griinfirbung. Es entstelt 
,Mesobiliverdin*, das auch erhalten werden kann, wem 
man eine alkalische Mesobilirubinlésung an der Luft stehen 
laBt (ahnlich dem Bilirubin). Die Reaktion soll demniichst 
einer niiheren Untersuchung unterzogen werden. Die Bildung 
eines schwer léslichen Mesobilirubinammoniums konnte nicht 
beobachtet werden. Mit ammoniakalischer Kupferlésung gibi 
Mesobilirubin ein schén krystallisiertes Kupfersalz, das in zwel 
Krystallformen auftritt, dessen Analysenzahlen jedoch noch 
keine einwandfreien Resultate ergeben haben. 


Farbstoffe des Mesobilirubins und dessen Esters. 


Gegeniiber dem Bilirubin haben Mesobilirubin und _ sel 
Ester den Vorteil der besseren Léslichkeit in Chloroform. Die 
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 Kupplungsvorgiinge verlaufen daher auch stets vollstindig ohne 
~ Zuriicklassung von Ausgangsmaterial. 
A. Diazobenzolsulfosiure, 
mit der zunichst gearbeitet wurde, bewirkte eine glatte Kupp- 
4 lungsreaktion, auch ist der erhaltene violette Farbstoff als 
" Rohprodukt gréBtenteils in Nadeln krystallisiert. Allein die 
' Reindarstellung stéBt auf Schwierigkeiten, und der durch Um- 
"fallen in Flocken erhiiltliche Farbstoff ergab bei der Analyse 
s keine befriedigenden Werte. 
| B. Mit Benzoldiazoniumchlorid. 
bs 0,5 g Mesobilirubin werden in 25 ccm Chloroform heiB gelést, 
Beim Abkiihlen und Versetzen mit 10 ccm Alkohol fallt das 
fesobilirubin zunaichst nicht aus. 3 ccm einer Diazonium- 
) lésung von 0,073 g Diazoverbindung im Kubikzentimeter werden 
D der oben beschriebenen Liésung zugesetzt, dazu noch 2 ccm 
 konz. Salzsiture; alsbald tritt die Kupplung unter Violettfirbung 
: ein. Nach einstiindigem Schiitteln, eventuell Stehen iiber 
"Nacht, ist sie vollstindig. Es wird ait Wasser verdiinnt. Das 
Chloroform, den Farbstoff aufnehmend, setzt sich ab und wird 
‘im Vakuum verdampft. Dabei scheidet sich der Farbstoff 
Perit krystallinisch ab. Aus Alkohol, unter Zusatz von Salz- 
siure umkrystallisiert, resultiert er in schén ausgebildeten 
fe B Buittchen von prachtvoll schillerndem Oberflichenglanz. Aus- 
" beute 0,4 g, Schmelzpunkt unter Zersetzung 192°, Das Schmelz- 
gut lést sich mit gelber Farbe. Zur Analyse wurde bei 60° 
nd 20 mm iiber P,O, getrocknet. 
0,074 mg Substanz gaben 0,474 ccm N (16°, 716 mm). 
5.494 mg “ » 1,710 mg AgCl. 
CysHygN,0,-2HCl Ber. N 12,90°/, Cl 8,16°/, 
Gef. ,, 12,95 - wae 
Den Farbstoff des Mesobilirubindimethylesters erhilt man 
> auf die gleiche Art. Statt Athyl- wird Methylalkohol verwandt. 
p Die Ausbeute betrigt 70°/,, Schmelzp. 178° unter Zersetzung. 
: 4,926 mg Substanz gaben 0,578 com N (16°, 711 mm). 
4,073 mg ” » 1,255 mg AgCl. 
3,384 mg Fa » 1,758 mg AgJ. 
C,7H,_N,0, - 2 HCl Ber. N 12,50°/, Cl 7,91°/, OCH, 6,91°/, 
Gef. ,, 13,08 » 1,62 » 6,68 
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Die krystallographische Untersuchung des Herrn Dr. Stejp. 
metz, dem wir auch an dieser Stelle bestens danken, ergg| 
Identitit der beiden Farbstoffe, aus Mesobilirubin wie seine, 
Hster. 

»Mesobilirubinazofarbstoff: AuBer Nadeln finden gic} 
viele rhombisch begrenzte Blittchen 4+ 82,5° die, nach Ans. 
/ léschung und Dichroismus yx 

urteilen, mit den Nadeln idep. 
tisch sind. 

Esterfarbstoff: prismati. 
sche Krystalle. Die meisten liege, 
auf einer etwas breiten ent. 
wickelten Flache auf und zeigen 
eine Ausléschungsschiefe von etwa 
22°. Daher ist dieses Priiparat 

mit dem ersten als identisch anzusehen. Die Absorption de 
dieser Ausléschungsrichtung entsprechenden Wellen ist schwach. 
Die Krystalle zeigen helles Blaugrau; senkrecht dazu ist die 
Absorption sehr stark, die Krystalle erscheinen fast schwarz. 

Auf Grund dieses Resultates wurde das Mesobilirubis 
unter Zusatz von Methylalkohol und Salzsaiure gekuppelt uni 
der Farbstoff einer Methoxylbestimmung unterzogen. Sie war 
aber negativ. Auch der Schmelzpunktsunterschied spricht fir 
die chemische Verschiedenheit. 

Unléslich in Wasser und schwer in Chloroform, leichter 
in Hssigester, sind die Farbstoffe spielend léslich in Aceton, 
Hisessig, Pyridin. Auffallend ist die Farbe, mit der sie 1 
Lésung gehen: in Pyridin, in Alkohol und geringfiigig in Wasse! 
wit purpurroter Farbe, in Aceton und Chloroform mit blav- 
violetter. DaB es sich bei der roten Modifikation nicht uw 
Salzbildung handelt, beweist die Lislichkeit mit blauvioletter 
Farbe in starkem Alkali, dagegen mit roter Farbe in ver 
diinntem. In verdiinntem Alkali auf Zusatz von Mineralsiut 
schligt die Farbe scharf im Neutralisationspunkt um nacl 
blauviolett. Die Farbintensitéat nach blau zu steht im Ver 
hiltnis zur Dissoziation der zur Liésung verwandten Siauret. 
In Eisessig (K = 0,0018) zunichst mit violetter Farbe léslich. 
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F macht diese schon in 90°/,iger Essigsiure einer deutlichen 
| Rotstichigkeit Platz, um in verdiinnter Essigsiure purpurrot 
mu erscheinen, wihrend Oxalsiure (K = 10,0) noch in groBen 
' Verdiinnungen Blaufirbung erzeugt. Dasselbe gilt von noch 
| gréBeren Verdiinnungen in Mineralsiuren. In gréften Ver- 
' dimnungen von Mineralsiuren geht die Farbe wieder in rot 
: iiber in Ubereinstimmung mit obiger Anschauung. Die Farb- 
' stoffe scheinen in der roten Modifikation dissoziiert, in der 
E violetten undissoziiert vorzuliegen. 

: Gegen konzentrierte Essigsiure durchaus, gegen konzen- 
’ trierte Schwefelsiure selbst noch einige Zeit beim Erwairmen 
: farbbestindig, unterliegt der Farbstoff einem baldigen Zerfall 
q in konz. Salpetersiure unter schéner Farberscheinung. 


Reduktion der Farbstoffe. 


Die Hydrierung des Mesobilirubinazofarbstoffs ist ein 
' Demonstrationsversuch: ausgefihrt in Kisessig nimmt die 
: H-Aufnahme rapid ihren Fortgang, wihrend die violette Farbe 
q hinnen weniger Minuten in Farblosigkeit iibergegangen ist. — 
: Es scheint dabei ein weitgehender Zerfall einzutreten. Die 
; Untersuchung hieriiber ist noch nicht abgeschlossen. 


Uber Mesobilirubinogen. 


Die Darstellung erfolgte aus Bilirubin, durch Reduktion 
' nit Natriumamalgam nach H. Fischer.!) Ausgehend von 5 g 
' Bilirubin geniigen statt der angegebenen Menge von 1 Liter 
F auch 1/, Liter Petrolither zur Abscheidung des ,,Kérper 2%. 
' Der abfallende Kérper 2 wird zweckmaBig noch frisch weiterer 
| Verwendung zugefiihrt, da er sonst rasch verdirbt. Die Aus- 
‘ beute aus 5 ¢ Bilirubin betrug 2g Mesobilirubinogen. Aus 
' Bilirubinammonium war sie nicht besser und daher in An- 
» betracht der Verluste bei der Ammonsalzdarstellung diese vor- 
_ herige Reinigung des Bilirubins nicht von Vorteil. 


) H. Fischer und Paul Meyer, Diese Zs. Bd. 75, S. 342 (1911). 
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Verhalten gegen konzentrierte Salzsiure. 


0,15 g Mesobilirubinogen wurden mit 3 ccm konz. Sal. 
siiure (spez. Gew. 1,29) angesetzt und stehen gelassen. Nach 
3 Tagen zeigte die Ehrlichsche Aldehydreaktion keine A). 
schwichung. Verarbeitet wie sonst auf Mesobilirubinogey, 
Zuerst wurde jedoch sodaalkalisch auschloroformiert. Ay 
diesem alkalischen Anteil resultierten sehr schéne Nadeln, wie 
sie durch schnelles Eindunsten des Mesobilirubinogens er. 
halten werden. Nicht acide Form des Mesobilirubinogens, 
Schmelzp. 195°. 

Der saure Anteil war gleichfalls im monoklinen Krystallen 
aus Essigester erhiltlich. 

Kocht man Mesobilirubinogen mit konz. Salzsiiure ode 
erhitzt im Druckrohr auf 170°, so ist es nicht mehr in kr. 
stallisierter Form zuriickzugewinnen. Die Aldehydreaktion is 
jedoch intensiv positiv. 


Verhalten gegen konz. Salzsiure und EHisenchlorid in 
der Kialte. 


0,1 g Mesobilirubinogen wurde in 5 ccm konz. Salzsiwe 
gelést und mit einer Lésung von 0,2 g Hisenchlorid in 3 ccm 
konz. Salzsiure versetzt. Sofort fallt das Kisenchloriddoppelsal: 
als kérnig voluminéser Niederschlag aus. Es wird mit Salzsiiure 
und Wasser gut ausgewaschen. Es ist lichtempfindlich un 
liBt sich nicht umkrystallisieren. Die Analyse wurde wie folgt 
ausgefiihrt: 

Die Substanz wurde in 10 ccm reiner n/10-Natronlauge 
in Lésung gebracht, erwirmt und dadurch das Hisen als Hydr- 
oxyd gefallt. Der Niederschlag wurde gereinigt durch Léset 
in HCl und Fallung mit Ammoniak, gegliiht und gewogen: 

0,0745 g Substanz gaben 0,01282 g Fe,0,. 

C33HyN,O, ¢ 2 FeCl, Ber. Fe 11,9 °/9 
Gef. ,, 12,03 
Im Filtrat wurde das Cl als AgCl bestimmt. 


0,0745 g Substanz gaben 0,0613 g AgCl. 
C,3H,,N,0, ° 2 FeCl, Ber, Ci 23,1 *, 
Gef. ,, 20,35 
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‘ Vor der Abscheidung des Halogens wurde nach dem An- 
a sjuern das Mesobilirubinogen durch Ausschiitteln mit Chloro- 
a form entfernt und die Chloroformlésung wie gewoéhnlich auf 
i Mesobilirubinogen verarbeitet. Dies konnte in krystallisierter 
" Form zuriickgewonnen werden. 

Die Analyse des Halogens stimmt nicht sehr gut, doch ist dabei 
zu bedenken, daB das Kisenchloriddoppelsalz nicht umkrystalli- 
sierbar ist und da8 an der Zusammensetzung im Sinne obiger 
Formel durch das Resultat der Analyse kein Zweifel sein kann. 


a Darstellung des Mesobiliviolins aus Mesobilirubinogen. 


0,25 g Mesobilirubinogen werden in 3 ccm 25°/, iger Salz- 
- siure gelést und 0,5 g Kisenchlorid in 3 ccm 25°/,iger Salz- 
a siure gelést zugegeben. Hs fallt das eben beschriebene Doppel- 
© salz aus. Beim Verdiinnen mit 30 cem Wasser und Erhitzen 
- der Suspension auf dem Wasserbad geht der gréBte Teil in 
. Lisung, ein anderer ballt sich zu Schmieren zusammen. Nach 
| kurzer Zeit beobachtet man, wie die hellgelbe Farbe all- 
' mihlich in rotviolett iibergeht. Nach 30 Minuten wird heiB 
filtriert. Aus dem Filtrat scheidet sich beim Erkalten, voll- 
stiindig beim Stehen iiber Nacht, der violette Farbstoff aus in 
mikroskopisch kleinen Kugeln, die oft in langen Ketten an- 
einander gereiht sind. Die Mutterlauge, noch violett gefirbt, 
_ wird auschloroformiert. Schmelzp.215° unter Zersetzung. Aus- 
| beute 0,07 g. Aus Chloroform und Petrolither umgefillt, 
a aber nicht deutlich krystallisiert, wurde der Kérper bei 100° 
| ber P,O, im Vakuum getrocknet. 
a 4,158 mg Substanz gaben 0,345 ecm N (16°, 713 mm). 

6,45 mg - » 14,888 mg CO, und 3,970 mg H,0. 

CasHyoN,Oz Ber. C 63,87%  H 6,50%  N 9,05%/, 
Gef. ,, 62,76 » 6,88 » 9,30 

Das Mesobiliviolin ist in Chloroform, Alkohol leicht mit 
schén violetter Farbe léslich, unléslich in Wasser, Petrolither, 
_ Benzol. Er ist ausgezeichnet durch folgendes charakteristische 
' Spektrum in Chloroform: 
616,8—596,1 ; 5 75,0—545,2 ; 5 10,6—485,9 . 

606,5 560,6 498,3 
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Bei etwas stirkerer Verdiinnung: 
614,2—599,4 ; 575,0—546,8 ; 10,4 493,4 
606,3 561,4 501,9 











Versetzt man die alkoholische Lésung mit Zinkacetat, s 
beobachtet man die fiir das Urobilin charakterische Fluorescen; 
sowie beim Spektralbefund einen starken Streifen im Rot. 

In alkoholischer Lésung: 

643,0—605,4 ;  582,0-—564,4 5 519,75 07,0 bzw. 466,4. 
625,5 573,2 513,4 bzw. 443,0__ 


Auf die Hilfte verdiinnt: 
640,6—610,8 ; 580,2—567,0 ; 615,55 00,8 bzw. 467,5 . 
625,5 573,6 508,4 bzw. 441,5 




















Bemerkt werden mub, da8 Beginn und Ende der einzelnen 
Absorptionen oft nicht sehr deutlich abgegrenzt sind. 


Gewinnung des Mesobiliviolins aus Mesobilirubin. 


0,1 g Mesobilirubin wurde mit konz. Salzsiure 5 Stunden 
auf dem Wasserbad erhitzt. Es lést sich, jedoch nicht voll. 
stindig mit violetter Farbe. Wie oben konnte durch Fillen 
der Chloroformlésung mit Petrolither das Mesobiliviolin ge- 
wonnen werden. Die spektroskopischen Zahlen stimmen mit 
dem aus Mesobilirubinogen erhaltenen Produkt iiberein: 

617,0—593,4 ;  570,5—544,2 ; 5 06,3—490,4 . 
605,2 557,4 498,4 
Fiir das Zinksalz: 
644,0—608,7 ; 586,0—563,7 ; _517,0—500,0 . 
626,2 574,6 508,5 




















Darstellung des Mesobiliviolinogens aus 
Mesobiliviolin. 


0,07 g Mesobiliviolin wurden in 10 ccm Alkohol gelist 
und unter Zusatz von 0,02 g Pt-Mohr hydriert. Entfarbung 
trat sehr bald ein, nach 1 Stunde war die Lésung gleich- 
bleibend hellgelb. Der Alkohol wurde im Vakuum verdampft, 
der lackartige Riickstand mit Chloroform mehrfach ausgekocht 
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" and die erhaltene hellbraune Lésung mit dem doppelten Volumen 
Petroliither versetzt. Dabei flockte ein brauner Niederschlag 
: aus, der an den bei der Mesobilirubinogendarstellung abfallen- 
4 den Kérper 2 erinnert. Er dunkelt an der Luft wie dieser 
4 Fuach. Das weingelbe Filtrat wurde im Vakuum eingedampft. 

E Der Riickstand war farblos, luft- und lichtempfindlich. Krystalli- 

® sation wurde erreicht in feinen Prismen, teils krystallographisch 
: P meBbar, durch wiederholtes Behandeln des Riickstandes mit 
7 " Rssigester—Petrolither. Ausbeute 10 mg, Schmelzp. 228—230°. 
a Zur Analyse wurde itiber P,O, bei 50° getrocknet: 


2,624 mg Substanz gaben 0,218 ccm N (16°, 717 mm). 


PE Se OR ON 


4,805 mg “s 5 11,982 mg CO, u. 3,567 mg H,0. 
3 C,5H,,N,0O, Ber. C 66,8, H 7,49°/, N 9,46, 
a Cy3H NO. Ber. ,, 68,7 vc 9» 922 
: C,sH,,N,O, Ber. ,, 68,28 » 8,34 > 9,66 
3 Gef. ,, 68,03 » 8,30 » 9,25 





_ Das Mesobiliviolinogen zeigt durchaus analoges Verhalten 
zum Mesobilirubinogen. Leicht léslich in Alkohol, Chloroform, 
| mittelschwer in Kssigester, unléslich in Petrolither, Benzol, 
Aldehydreaktion intensiv. Mit Zinkacetat zeigt sich zunachst 
Suichts, nach langerem Stehen tritt die Urobilinfluorescenz auf 
Sund folgendes Spektrum erscheint: 





585,2—526,8 ; 
556,0 


511,4—456,0 
488,7 














DaB ein neuer Kérper vorliegt, erhellt neben der Ver- 
: ischiedenheit i im Schmelzpunkt auch aus der krystallographischen 
‘Untersuchung, fiir deren Ausfiihrung wir 
“wieder Hrn. Dr. Steinmetz zu groBem 
P Dank verpflichtet sind: ,,verschieden von 
HMesobilir ubinogen. Rhombische Blattchen 
anit diagonaler Ausléschung. Der spitze 
' Winkel betriigt 71°. Die lange Diagonale 
Mist gleich der Schwingungsrichtung der 
4 mascheren Welle. 
| Die Uberfihrung in das Mesobili- 
violin geschieht wieder durch Erwirmen 
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mit Hisenchlorid und Salzsiure, geht aber viel rascher 4 
vom Mesobilirubinogen aus. Doch geht auch hier der Prozes 
iiber ein zuerst ausfallendes Hisenchloriddoppelsalz. Spektruy 
in Chloroform: 
615,83—595,2 ; 513,9—545,8 ; 512,0—480,0 . 
605,3 559,9 496,0 











Verhalten des Mesobilirubinogens gegen Aldehyde in kom, 
salzsaurer Losung. 


Kondensationsprodukt der Bilirubinsiure mit 
Benzaldehyd. 


0,5 g frisch dargestelltes Mesobilirubinogen werden in 
10 ccm 25°/,iger Salzsiure gelist und auf dem siedenda 
Wasserbad erwirmt unter Zusatz von 0,5 g Benzaldehyd. Nach 
kurzer Zeit farbt sich die Lésung braun und wird dicktliissig, 
die Ehrlichsche Aldehydreaktion wird negativ und es setzen 
sich braune Schmieren an den GefiBwandungen ab. Nach 
1 Stunde 14Bt man erkalten, verdiinnt mit Wasser und gieft 
von den Schmieren ab. Auf diese kommt es an. Sie werden mit 
Methylalkohol verrieben. Dabei entsteht zunichst eine braune 
Lésung, dann (oft erst nach 1 Stunde) krystallisiert beim Verreibe: 
auf einmal ein gelbes Produkt, das genannte Kondensationsprodukt 
aus. Es wurde von der schmutzigbraunen Lésung getrennt, mi 
Methylalkohol ausgewaschen und aus demselben Lésungsmitte! 
umkrystalisiert. Langgestreckte gelbe Nidelchen. Schmelzp. 240° 
In Alkohol schwer, in Chloroform, Benzol nicht léslich, macti 
allein Eisessig durch leichte Lisefihigkeit eine Ausnahme und das 
Produkt kann auch daraus umkrystallisiert werden. Zur Analyst 
wurde iiber Phosphorpentoxyd bei 100°, 20 mm getrocknet. 

5,515 mg Substanz gaben 14,839 mg CO, und 3,553 mg H,0. 


4,538 mg ¥ 5» 0,284 cem N (14°, 724 mm). 
C,,H..N.O, Ber. C 73,449, H 719% N 7,14%, 
Gef. ,, 73,40 » a0 » 109 


Kocht man den Korper in Kisessig lingere Zeit, so witl 
die Liésung griin (ohne spektroskopischen Befund). 

In n/10-Natronlauge beim Erwarmen léslich, fallt beim 
Erkalten sofort das Na-Salz aus. 
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Titration: sie wurde ausgefiihrt in alkoholischer Lésung 







































als ie 
ze) [Emit n/10-Natronlauge und Phenolphthalein als Indicator. Der 
rum @ Korper erwies sich dabei als einbasische Siure. 


0,0233 g Substanz verbrauchten 0,70 cem n/10-NaQOH. : 
berechnet 0,60 cem ul 
| Daraus ergibt sich ein Mol-Gew. von 332. Berechnetes 
> Mol..Gew. 392. 
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- Veresterung des gewonnenen Kondensationsproduktes. 


oi 


eats 


Le 


0,05 g desselben wurden in 3 ccm reinem Methylalkohol 
-aufgeschlimmt, Durch Einleiten trockener Salzsiure erwarmte 
' sich die Lésung. In dem MaBe, wie die Erwarmung fortschritt, 
" léste sich die Suspension. Nach Abkiihlen und Sittigung mit 
 Salzsiure wurde die dunkelgelbe Lésung im Vakuum zu ?/, 
_ ihres Volumens eingeengt. Dann fiel spontan in prachtvollen 
' Krystallen das veresterte Produkt aus in einer Ausbeute von 
/ 0,03 gz. Zum Unterschied vom Ausgangskérper ist der Ester 
> in Chloroform spielend léslich, ziemlich leicht auch in Alkohol. 
' Er wird umkrystallisiert aus Chloroform—Petrolither. Lange 
" verfilzte Nadeln vom Schmelzp. 212—213° Uber P,O, bei 
' 80° und 20 mm getrocknet ergab die Analyse folgende Werte: 
a 5,178 mg Substanz gaben 13,975 mg CO, und 3,385 mg H,0. 
a 5,683 mg m » 8,290 mg AgJ. 
3,634 mg e » 0,243 cem N (17°, 722 mm). 
C,;H,N,0, Ber. C 13,88°/, H 7,439, N 6,89°/, OCH, 7,63°/, Le 
Gef. ,, 78,71 » » 1,47 » 1,47 ag 
4 Die Molekulargewichtsbestimmung nach der Methode von we 
Rast ergab: 
a I. 2,890 mg Subst. gaben in 23,997 mg Campher gelést eine Depression 
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von 10,5°. 
Il. 2,515 mg Subst. gaben in 19,108 mg Campher gelést eine Depression 
von 11,5°. 
Mol.-Gew. Ber. 406 


L IT. 


| Der Kérper erinnert in vielen Kigenschaften an den von 
H. Fischer erhaltenen Xanthobilirubins’ureester (Schmelz- 

punkt 212° Die Verschiedenheit von diesem geht jedoch 

schon aus dem Mischschmelzpunkt hervor. Depression von 85°. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CKXXVII. 4, 21 
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Durch fraktionierte Krystallisation aus Alkohol laBt gic, 
aus dem bei 212° schmelzenden Produkt ein Kérper yoy, 
Schmelzp. 204° abscheiden. Offenbar liegen zwei stereoisomey 
Formen vor, eine Anschauung, die die kristallographiscl 

Untersuchung des Herrn Dr. Stejy. 


e° 4 metz, dem wir auch an diesy 
° ge 


Stelle bestens danken, ergeben hat, 
we Herr Dr. Steinmetz teilte uy 

“ per folgendes mit: ,,Es liegen zwei yer. 
schiedene Krystallformen vor. 

1. Sehr diinne rautenférmiy 
Blattchen, nach dem einen Kanten. 
paar stark verlingert. Der eben 
Winkel ist nicht sehr konstant und 
betragt 26—30°, im Mittel etwa 28! 
Legt man die beiden Ausléschunys. 
richtungen durch den Scheitelpunkt 
des stumpfen ebenen Winkels, s 
bildet die eine mit der lingere 
Rautenkante etwa 34° und zeigt 

Vig. 4 und 6. blaBgelbe Absorptionsfarbe, die 

andere mit der kirzeren Rauter- 

kante einen etwas kleineren Ausléschungswinkel von etwa 25! 
und zeigt rein gelbe Absorptionsfarbe. 

2. Linealférmige langprismatische Krystillchen, die eine 
Ausléschungsschiefe von 23—24° zeigen mit hellgriwlich 
gelber Farbe, senkrecht dazu kanariengelb.“ 

















Oxydation des Kondensationsproduktes aus Benz: 
aldehyd und Bilirubinsiure mit Hilfe von konz 
Salpetersiure. 


0,05 g wurden mit 2 ccm Salpetersiure (spez. Gew. 1,39 
iibergossen. Die Reaktion ist unter Gasentwicklung iiberaus 
heftig. Es tritt Rotfirbung ein, die nach eintigigem Stebel 
zu hellgelb verblaBt. Das Reaktionsgemisch wurde nach Ver 
diinnung mit Wasser in eine alkalische und eine saure Fraktiou 
getrennt, Die alkalische lieferte 11,8 mg Methylithylmaleinimit, 
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sich HE pabezu 1 Mol. Es wurde identifiziert durch den Schmelz- a 


vou fe punkt 67 ® Nach Sublimation auf dem Wasserbad und Trocknen 
lere ergab die Analyse: e 
Che 2,730 mg Substanz gaben 0,249 cem N (16°, 725 mim). 


C,H,NO, Ber. N 10,07% a 

Gef. ,, 10,27 vi 

Der saure Anteil ergab ein gelbes Ol, das ein Gemisch . 
darstellt, aber noch nicht identifiziert werden konnte. Um die 
' Benzolkomponente nachzuweisen, wurde die 


Ns 
eset 
hat, 
Uns 
Ver. 





nie Oxydation mit Chromsiure 
tel- 


ene 


' durchgefiihrt. 0,1 g Kondensationsprodukt wurden in Kisessig 
}warm gelést. Ehe das Produkt wieder auskrystallisierte, wurde 
‘nach und nach 0,3 g Chromsiure zugesetzt. Die Lésung er- 
wirmte sich dabei und wurde deshalb zeitweilig gekihlt. Es 
resultierte eine braune Liésung, deren Farbe allmahlich in 
grin iiberging, als der Kisessig verdampft, durch Wasser er- 
‘setzt und mit Schwefelsiiure angesiuert war. Darnach wurde 
die Lisung mit Ather extrahiert, der Extrakt in eine basische 
und eine saure Fraktion getrennt. Die Ausbeute war aus 


und 
28° 
Des. 
unkt 
» 80 
erell 
reigt 





die $F dieser besser als aus jener. Der basische Anteil, nur wenig 
iten- J krystallisiert, roch deutlich nach ,,[mid“. 
28! Die saure Fraktion ergab ein krystallisiertes Gemisch 
(dessen Schmelzpunkt bei 105° lag) Der eine Bestandteil 
elle # konnte durch Sublimation auf dem siedenden Wasserbad, ohne 4 
lich dabei zu schmelzen, leicht rein erhalten werden, doch war die Na 
Ausbeute so gering, daB die krystallographische Untersuchung 
valein in Betracht gezogen werden konnte. Es liegt Benzoe- 
"Dd: siure vor. Krystallsystem monoklin. Die Krystalle sind nach 
ou Mc und p gut ausgebildet. Spaltbarkeit nach der Basis c¢ voll- 
kommen. Identisch mit Benzoesiiure. 
39 
raus Kondensation von Mesobilirubinogen mit 
ehel p-Nitrobenzaldehyd. ; 
Ver _ 0,15 g Mesobilirubinogen wurden in 5ccm 25°/, iger Salz- 
oe ‘Siure gelést, dazu eine Lésung von 0,07 g p-Nitrobenzaldehyd be 
mid, 


gegeben und dann auf dem Wasserbad erwiirmt. Der Reaktions- 
21* 
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verlauf war wie der mit Benzaldehyd beschriebene. Ks wur: 
von den entstandenen Schmieren abgegossen, diese mit Methy). 
alkohol verrieben. Die alkoholische Lésung firbte sich sch) 
rot und zeigte spektroskopisch neben dem Urobilinstreifen ejy, 
Absorption, die der ahnlich ist aus Mesobilirubinogen yj; 
Dimethylaminobenzaldehyd (Aldehydreaktion) 

560—530 und 510—480 . 


—_—_—_—_ —_—_—— 
545 495 


Beim Verreiben und Filtrieren bleibt ein krystallisierte; 
gelber Riickstand. Aus Methylalkohol umkrystallisiert feinste 
Nadeln. Schmelzp. 253° Ausbeute 10 mg. Die Léslichkeits. 
verhiltnisse sind denen des Benzaldehydkondensationsprodukt: 
fihnlich. Es liegt das Bilirubinsiure-p-Nitrobenzaldehydkonden. 
sationsprodukt vor. Uber P,O, bei 110° 20mm zur Konstan 
getrocknet: 


4,255 mg Substanz gaben 0,364 cem N (16°, 723 mm). 
C,H, N,0; Ber. N 9,59°/, 
Gef. ,, 9,61 


Xanthobilirubinsiure aus Bilirubinsiure durch 
Luftoxydation. 


1 g Bilirubinsiure (Rohprodukt bei der Jodwasserstofi- 
Hisessigreduktion des Bilirubins erhalten) wurde in 50 cen 
n/10-Natronlauge gelést, 2 Waschflaschen damit beschickt uni 
48 Stunden lang ein Luftstrom hindurchgeleitet. Eine A)- 
scheidung des sonst leicht erhiltlichen Natriumsalzes de 
Xanthobilirubinsiure gelang nicht. Darum wurde die Lisuy 
angesduert und auschloroformiert. Das Chloroform wurde al: § 
destilliert. Als Riickstand blieb eine mit Krystallen durcl- 
setzte Schmiere. Der Kérper konnte durch Behandlung mi § 
Alkohol von der Verunreinigung leicht getrennt und als Xantho- 
bilirubinsdure rein erhalten werden, Ausbeute 0,20¢. Schmel: F 
punkt 272°. 





' Berichtigung zu der Mitteilung von Emil Abderhalden 
3 und Ernst Schwab: 
 ,Der Einflu8 von Séuren und Alkalien auf Aminosauren“.’) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1924) 


X Auf Seite 221 ist durch ein Versehen ein Teil des Satzes 

| fortgeblieben. Der zweite Absatz muf lauten: 

: ,Um zu priifen, ob die Aminosiuren, wenn sie statt in der 
NH 


3 
' in wiBriger Lésung angenommenen Ammoniumform R-C-H O 
| heal 
NH CO 

' in der Aminoform R-CH vorliegen, beim Erwarmen mit Lauge 
a t, 

. COOH 

' Zersetzung erleiden, wurden Versuche durch Erwirmen mit 
alkoholischem Alkali angestellt.“ 


2 


') Diese Zs. Bd. 136, S. 219 (1924). 








